Regulation des Transkriptionsfaktors COUP‐TFII durch Glukose






























































































































































































































































































































Erkrankungen  des  Herz‐Kreislaufsystems  sind  die  häufigste  Todesursache  in  Deutschland 
(Statistisches‐Bundesamt‐Wiesbaden, 2009). Diabetes mellitus  ist ein wichtiger Risikofaktor  für die 
Entstehung von kardiovaskulären Erkrankungen (Tschöpe et al., 2006). Weiterhin spielt eine gestörte 
Funktion  des  die  Blutgefäße  auskleidenden  Endothels  bei  der  Ausbildung  von  Herz‐  und 
Gefäßerkrankungen eine Schlüsselrolle  (Vanhoutte, 2009). Noch vor dem Einsetzen des Blutflusses 
kommt  es  im  Rahmen  der  Vaskulogenese  zur  genetischen  Unterscheidung  von  arteriellen  und 
venösen  Endothelzellen  (Swift & Weinstein,  2009).  Für die Ausbildung und Aufrechterhaltung des 
arteriellen und venösen Phänotyps von Endothelzellen  sind maßgeblich der NOTCH‐Signalweg und 
der  Chicken  Ovalbumin  Upstream  Promoter‐Transcription  Factor II  (COUP‐TFII)  verantwortlich 
(Kume, 2010). 
Bisher  sind  nur  wenige  Transkriptionsfaktoren  bekannt,  die  durch  Insulin  oder  Glukose  reguliert 




alle  Blutgefäße  mit  einer  einschichtigen  Lage  aus  Endothelzellen  ausgekleidet.  Sie  bilden  eine 
physikalische  Barriere  zwischen  dem  Lumen  des  Gefäßes  und  dem  sich  darunter  befindlichen 
Gewebe  (Fox,  2008). Die  chronische  Schädigung  der  Endothelzellen  und  die  daraus  resultierende 
Funktionsstörung ist die Voraussetzung für die Entstehung von Gefäßkrankheiten. Sie gilt bereits als 
Frühform der Arteriosklerose (Tschöpe et al., 2006). Hyperglykämie ist ein bedeutsamer Risikofaktor 
für  die  Entstehung  von  Gefäßkrankheiten  (Stenina,  2005).  Ob  ein  Zusammenhang  zwischen 
vorherrschender Hyperglykämie und der Expression von COUP‐TFII in Endothelzellen besteht und ob 
COUP‐TFII  Einfluss  auf  die  funktionale  Integrität  des  Gefäßendothels  hat,  wurde  bisher  nicht 
untersucht und war aus diesem Grund eine zentrale Fragestellung im Rahmen dieser Arbeit. 
Eine Unterbrechung der NOTCH‐Kaskade führt zum Verlust der genetischen arteriellen Identität und 
zum  Anstieg  der  Expression  von  COUP‐TFII.  Schwerwiegende  Fehlbildungen  im  Rahmen  der 
Gefäßentwicklung  sind  die  Folge  (Krebs  et  al.,  2000;  Lanner  et  al.,  2007; McBride  et  al.,  2008; 




dazu  in der  Lage  ist, die Expression von COUP‐TFII  zu  reprimieren, wurde bisher nicht untersucht. 
Dies ist daher die zweite zentrale Fragestellung dieser Arbeit. 
 
Ein  grundlegendes  Verständnis  über  den  Aufbau  und  die  Entwicklung  des  Blutgefäßsystems,  den 










Die  Ausbildung  eines  funktionsfähigen  Herz‐Kreislaufsystem  ist  eine  wichtige  Grundlage  für  die 
Embryonalentwicklung von Säugern. Bereits während der Entwicklung des Embryos beginnt das Herz 
zu  schlagen.  Es  ist  so  das  erste  Organ,  das  im  Embryo  seine  Funktion  aufnimmt.  Über  das 
Kreislaufsystem  versorgt  das  Herz  jede  Zelle  des  Körpers  bis  zum  Lebensende  mit  Nährstoffen, 
Botenstoffen  und  Sauerstoff.  Gleichzeitig  sorgt  es  für  den  Abtransport  von  Stoffwechsel‐  oder 
Abfallprodukten  und  Kohlendioxid.  Der  Aufbau  der  unterschiedlichen  Blutgefäße  im  adulten 











Gefäß,  die  Aorta,  in  kleineren  Arterien,  Arteriolen  und  Kapillaren  in  Richtung  Körperperipherie 
gepumpt.  Die  semipermeablen  Kapillarwände  (kontinuierlich  oder  fenestriert)  ermöglichen  den 
Stoffaustausch  zwischen  Blut  und  Gewebe.  Aus  den  Kapillaren  gelangt  das  Blut  in  umgekehrter 
Reihenfolge über Venolen  in  größer werdende Venen und  schließlich über die weit‐lumigen Vena 
cava superior et inferior zurück zum Herzen. 
Ausnahmslos  besitzen  alle  Blutgefäße  eine  einschichtige  Lage  aus  Endothelzellen.  Sie  bilden  die 
physikalische  Barriere  zwischen  dem  Lumen  des  Gefäßes  und  dem  sich  darunter  befindlichem 
Gewebe. Die Wand größerer Blutgefäße zeigt einen Aufbau aus drei Schichten. Die innerste Schicht, 
die  Tunica  interna,  steht  in  unmittelbarem  Kontakt  mit  dem  Blut.  Von  der  Endothelzellschicht 
ausgekleidet grenzt sie über eine elastische Innenhaut (Elastic layer) an die Tunica media. Sie besteht 
aus glatten Muskelzellen, Kollagen sowie elastischen Bindegewebsfasern und trägt entscheidend zur 
Regulierung  des  Blutdruckes  bei.  Die  äußerste  Schicht  bildet  die  Tunica  externa.  Sie  besteht  aus 
lockerem  Bindegewebe  und  dient  vor  allem  der  Verankerung  im  umliegenden  Gewebe.  Der 
hauptsächliche und bedeutsamste Unterschied im Aufbau zwischen arteriellen und venösen Gefäßen 
mit vergleichbarem Durchmesser  liegt  in der unterschiedlichen  relativen Dicke und Beschaffenheit 
der Tunica media.  Ihre Stärke nimmt mit der Verringerung des arteriellen Durchmessers ab. Diese 
Eigenschafft passt das Gefäß  an die unterschiedlichen  vorherrschenden Drücke der Blutzirkulation 
an.  So  besitzt  die  vom  Herzen  wegführende  Aorta  als  Adaptation  an  die  hohen  Blutdruckwerte 
mehrere  Lagen  glatter Muskelzellen  sowie  Kollagenfasern.  Der  in  Venen  wesentlich  verminderte 
Blutdruck  ermöglicht  hingegen  die  Ausprägung  einer  vielfach  dünneren  Schicht  an  glatten 







Angiogenese  und  Arteriogenese  definiert.  Im  folgenden  Abschnitt  werden  alle  drei  Begriffe 
erläutert.  Die  Entwicklung  des  Blut‐  und  Lymphgefäßsystems  ist  zusätzlich  schematisch  in  der 
Abbildung 1.2  gezeigt. Während  der  Vaskulogenese  formieren  endotheliale  Progenitorzellen  (von 
mesodermalen  Zellen  abstammende  Angioblasten)  de  novo  Endothelzellen.  Diese  bilden 
anschließend ein primitives vaskuläres Netzwerk. Bereits  in diesem sogenannten Kapillarstadium  ist 
der  arterielle oder  venöse  endotheliale  Phänotyp  determiniert. Während  der  sich  anschließenden 
Angiogenese  bildet  sich  durch  Gefäßsprossung,  Proliferation  der  Endothelzellen  und  der 
Verknüpfung mit benachbarten Gefäßen ein hochorganisiertes vaskuläres Netzwerk, bestehend aus 
größeren  Gefäßen,  die  sich  zu  kleineren  verzweigen.  Pericyten  und  glatte  Muskelzellen  werden 
rekrutiert und beginnen die entstehenden Gefäße  zu bedecken und  zu  stabilisieren. Durch diesen 
Prozess erhöht sich die Festigkeit der Gefäße, was die Regulation der Durchblutung ermöglicht. Das 
















Neben  der  bereits  in  Abschnitt 1.2  beschriebenen  essentiellen  Funktion  von  Endothelzellen  im 
Rahmen der Angio‐ und Arteriogenese bilden Endothelzellen in allen Blutgefäßen eine physikalische, 
semipermeable  Barriere  zwischen  dem  Lumen  des  Gefäßes  und  dem  sich  darunter  befindlichen 
Gewebe. Das Endothel erreicht damit eine Zellanzahl von 1‐6 x 1013, die einer Organmasse von rund 
1 Kilogramm  entspricht.  Die  unterschiedliche  semipermeable  Ausgestaltung  (kontinuierlich  oder 
fenestriert) ermöglicht es den Endothelzellen, den organspezifischen  Stoffaustausch  zwischen Blut 
und Gewebe zu gewährleisten. Auf diese Weise kann zum Beispiel die Aufrechterhaltung der Blut‐
Hirn‐Schranke  sichergestellt  werden  und  gleichzeitig  eine  hohe  Substanz‐Durchlässigkeit  der 
Blutgefäße der Leber ermöglicht werden. Weitere Aufgabe von Endothelzellen ist die Wahrnehmung 
der durch die Blutströmung erzeugten mechanischen Reize Schubspannung und Dehnung. Durch die 
Synthese  und  Abgabe  der  vasodilatorisch  wirksamen  Substanz  Stickstoffmonoxid  (NO)  oder  des 
vasokonstriktiven Angiotensin II ist das Endothel in der Lage, den Tonus der Gefäßmuskulatur aktiv zu 






neutrophilen  Granulozyten, Monozyten, Makrophagen  und  T‐Zellen.  Dies  ermöglicht  letztendlich 
deren  Migration  in  das  von  der  Entzündung  betroffene  Gewebe.  Die  Expression  verschiedener 
Rezeptoren  vermittelt  die  Reaktion  auf  Wachstumsfaktoren  und  Hormone.  So  ermöglicht  die 










Die  Differenzierung  von  endothelialen  Progenitorzellen  in  arterielle  oder  venöse  Endothelzellen 
erfolgt  bereits  im  Rahmen  der  Vaskulogenese  während  der  frühen  Embryonalentwicklung.  Der 
Einfluss biomechanischer Kräfte für die Ausbildung der strukturellen und funktionellen Unterschiede 
von Arterien und Venen wurde jahrelang kontrovers diskutiert. Da sowohl die arterielle als auch die 
venöse  genetische  Identität  der  Endothelzellen  bereits  im  frühen  Stadium  vor  dem  Einsetzen  des 
Blutflusses  determiniert  sind,  scheinen  biomechanische  Faktoren  jedoch  nur  eine  untergeordnete 
Rolle, bei der Ausbildung des Gefäß‐Phänotyps  zu  spielen. So  zeigen arterielle Endothelzellen  zum 
Beispiel die exklusive Expression des membranständigen  Liganden Ephrin B2,  venöse hingegen die 
des Ephrin Rezeptor EPHB4. Für die Ausbildung und Aufrechterhaltung des arteriellen und venösen 








Mutationen des NOTCH1 Rezeptors oder dessen Liganden  JAG1  sind eine Ursache  für Entwicklung 
von  schwerwiegenden  Herzfehlern  beim Menschen.  Venöse  Endothelzellen  hingegen  exprimieren 





erläutert.  Schematisch  ist  die  Aktivierung  des NOTCH‐Signalweges  durch  Liganden‐Bindung  in  der 
Abbildung 1.3  dargestellt.  VEGF  agiert  oberhalb  des  NOTCH‐Signalweges  und  spielt  eine 
entscheidende Rolle bei der Determinierung des endothelialen Phänotyps  in vivo und  in vitro. Der 
VEGF Co‐Rezeptor NRP1 und der VEGF‐Rezeptor 2 (VEGFR2) sind die entscheidenden Aktivatoren des 
NOTCH‐Signalweges  während  der  Gefäßentwicklung.  NRP1  bindet  VEGF  und  steigert  gleichzeitig 
dessen  Bindung  an  den  VEGFR2.  Dies  führt  zur  Induktion  des  primären  und  im  Rahmen  der 
Gefäßentwicklung bedeutsamsten NOTCH‐Liganden DLL4. Die Bindung von DLL4 oder der weiteren 
NOTCH‐Liganden  DLL1,  DLL3,  JAG1  oder  JAG2  an  die  extrazelluläre  Domäne  der  NOTCH1‐4 
Transmembran‐Rezeptoren  führt  zur  Abspaltung  der  NOTCH  intrazellulären  Domäne  (NICD)  des 
Rezeptors durch die  Protease‐Untereinheit der  γ‐Sekretase. Die NICD wandert daraufhin  aus dem 
Zytoplasma  in  den  Zellkern  und  interagiert  dort  mit  dem  Transkriptionsfaktor  RBP‐JК.  Diese 
Interaktion führt zur Entfernung der an RBP‐JК gebundenen Co‐Repressoren (NCOR1, SPEN) und zur 
Rekrutierung  des  Co‐Aktivators  CREBBP  an  den  Mastermind (MAML)‐NICD‐RBP‐JК  Komplex.  Der 










al.,  2000).  Eine  aktuelle  Publikationen  deutet  die Möglichkeit  an,  dass  die  Transkriptionsfaktoren 
FOXC1/2 ebenfalls direkten Einfluss auf die Expression von DLL4 und HEY2 nehmen können (Hayashi 













spezifische  DNA‐Sequenzen mit  der  E‐Box Konsensus‐Sequenz  (CANNTG; N  entspricht  dabei  einer 
beliebigen Base). Die Bindung an die DNA erfolgt nur als Dimer. Die HES‐Proteine spielen vor allem 






Im  Zebrafisch‐Modell  konnte  bereits  vor  Jahren  gezeigt  werden,  dass  HEY2  exprimierende 







jedoch nicht  geklärt, warum der  Signalweg nur  in  arteriellen und nicht  in  venösen  Endothelzellen 
aktiviert  wird.  Die  Stimulation  von  aus  murinen  embryonalen  Stammzellen  generierten 
Endothelzellen mit  hohen  VEGF‐Konzentrationen  (50 bis 100 ng/ml)  führt  zur  Induktion  von  HEY2 
und  weiteren  arterieller  Markergenen.  Die  Stimulation  mit  niedrigen  VEGF‐Konzentrationen 
(2 bis 10 ng/ml)  oder  die  Stimulation  in  Kombination mit  einem  γ‐Sekretase  Inhibitor  führen  zur 
Induktion der Expression von COUP‐TFII (Lanner et al., 2007; Zhang et al., 2008). Hypoxie bewirkt in 
endothelialen  Progenitorzellen  eine  Induktion  der  HEY2  Expression  und  eine  Verringerung  der 
COUP‐TFII Expression (Diez et al., 2007). Dies spricht ebenfalls für einen starken Einfluss von VEGF, da 
Hypoxie  ein  starker  Induktor  der  VEGF  Expression  ist  (Shweiki  et  al.,  1992).  In  endothelialen 










eine  gestörte  Reorganisation  des  primitiven  vaskulären  Gefäß‐Netzwerks  zur  Folge  und  führt  zur 
embryonalen  Letalität  (Pereira  et  al.,  1999).  Endothelzell‐spezifische  Knockout‐Mäuse  sterben 
ebenfalls auf Grund von Fehlbildungen im Rahmen der Gefäßentwicklung (You et al., 2005). 
 
Frühe Untersuchungen  zeigten  bereits,  dass  COUP‐TFII  den  zentralen NOTCH‐Signalweg‐Regulator 
NRP1  in  vivo  inhibieren  kann  (You  et  al.,  2005).  Außerdem  wurde  kürzlich  postuliert,  dass  die 
Aktivierung des NOTCH‐Signalweges das Resultat der Balance zwischen der Bindung des Repressors 
COUP‐TFII  und  des  Aktivatorkomplexes  NICD/RBP‐JК  an  den  NRP1 Promotor  ist  (Sorensen  et  al., 
2009).  Zusätzlich  wird  vermutet,  dass  COUP‐TFII  neben  NRP1  ebenfalls  den  VEGFR2 Promotor 
reprimiert (Kang et al., 2010). 
Der molekulare Mechanismus  der  Interaktion  zwischen  dem NOTCH‐Signalweg  und  COUP‐TFII  ist 









Eine  Erkrankung  des  Herz‐Kreislaufsystems  ist  die  häufigste  Todesursache  in  Deutschland 
(Statistisches‐Bundesamt‐Wiesbaden, 2009). Auf Grund der  Lokalisierung der  Endothelzelle  an der 
Grenze zwischen Blutstrom und vaskulärem Gewebe  ist sie die erste Zelle des Blutgefäßes, die von 
humoralen  Änderungen  betroffen  ist.  Die  wahrgenommenen  Änderungen  können  von  der 
Endothelzelle an weitere Zellen des Gefäßes über die Modifizierung ihres Genexpressions‐Profils, die 






Thrombogenität  und  einer  erhöhten  Permeabilität  der  Gefäßwand  für  Plasmaproteine.  Zusätzlich 
kommt  es  zu  einer  selektiven  Hyperadhäsivität  für  Leukozyten.  Die  Entwicklung  von  Gefäß‐




die  Synthese  von  NO  durch  die  endotheliale  NO‐Synthase  sowie  durch  Bildung  von  Prostazyklin 
vermittelt. Bei Patienten mit arterieller Hypertonie, Hypercholesterinämie und Diabetes mellitus  ist 
diese  Funktion  abgeschwächt.  Die  mit  pathophysiologischen  Veränderungen  verbundene 













Die  endotheliale  Dysfunktion  ist  ebenfalls  das  erste  Anzeichen  einer  Diabetes‐assoziierten 
Gefäßerkrankung. Das Auftreten einer  chronischen Hyperglykämie  ist das Resultat einer gestörten 
Regulation  des  Stoffwechsels.  Diese  Erkrankung  des  Stoffwechsels  wird  als  Diabetes  mellitus 
bezeichnet. Grundlage  für die gestörte Regulation des Blutglukosespiegels bei Diabetes mellitus  ist 
entweder  eine  gestörte  Insulin‐Sekretion  oder  eine  verminderte  Insulinwirkung.  Von  der  WHO 
wurden  bereits  1965  Empfehlungen  zur  Klassifikation  von Diabetes  herausgegeben. Grundsätzlich 
wird  in  zwei  Subtypen  unterschieden.  Diabetes Typ1  ist  gekennzeichnet  durch  eine  progressive, 
autoimmune Zerstörung der  insulinproduzierenden Beta‐Zellen  in den  Langerhansschen  Inseln des 
Pankreas. Die Zerstörung der Beta‐Zellen  führt  zu  Insulinmangel mit einem  Insulinmangelsyndrom, 
das gekennzeichnet ist durch Polyurie, Polydipsie, Ketoazidose und Gewichtsverlust. Therapiert wird 
Diabetes Typ1  durch  die  Gabe  von  künstlichen  Insulinpräparaten,  die  zu  einer  Senkung  des 
Blutglukosespiegels führen. Bei Diabetes Typ2 handelt es sich um den in Deutschland am häufigsten 
vorkommenden  Subtyp.  Bei  den  meist  übergewichtigen  Patienten  liegen  unterschiedlich  schwer 
ausgeprägte  Störungen  der  Insulin‐Resistenz  und  Insulin‐Sekretion  vor.  Die  Folge  sind  chronisch 
erhöhte  Blutglukosespiegel.  In  der  Regel  kommt  es  bei  Typ2‐Diabetikern  nicht  zu  schweren 
Stoffwechselentgleisungen und nicht zu einer autoimmunen Zerstörung der Beta‐Zellen. Aus diesem 
Grund  benötigen  Typ2‐Diabetiker  in  den meisten  Fällen  (zumindest  bei  früher Manifestation  der 
Erkrankung) keine Insulintherapie. Problematisch ist zudem, dass Typ2‐Diabetes oft erst spät erkannt 
wird,  da  jahrelang  keine  fassbaren  Symptome  auftreten.  Der  Blutzuckerspiegel  lässt  sich  in  den 
meisten  Fällen  nur  noch  mit  alternativen  Medikamenten,  wie  zum  Beispiel  Metformin,  senken. 
Hauptproblem  bei Diabetes Typ2  sind  deswegen  die  häufig  vorkommenden  schweren Mikro‐  und 




antihyperglykämische  Therapie  entscheidend  gesenkt werden.  Sowohl  für  Typ1  als  auch  für  Typ2 
spielen  genetische  Faktoren  eine  prädisponierende  Rolle.  Die  weiteren  klassifizierten  Diabetes‐
Subtypen  treten  relativ  selten  auf.  Besonders  erwähnt  werden  sollen  an  dieser  Stelle  noch  die 





deswegen  im  Rahmen  von  Diabetes Typ2  besonders  bedeutsam.  Selbst  im  Prä‐Stadium  einer 
Diabetes‐Erkrankung  besteht  durch  zeitweise  Hyperglykämie  schon  ein  erhöhtes  Risiko.  Erhöhte 
Glukosespiegel  induzieren dabei die Expression von Genen, die eng mit den Prozessen der Arterio‐ 
und Angiogenese verknüpft sind. Mittlerweile gilt eine Erkrankung an Diabetes auf Grund der engen 
Assoziation  mit  Herz‐Kreislauf‐Krankheiten  als  ein  Hochrisikofaktor,  der  mit  dem  Risiko  von 









Letztendlich  kommt  es  in  den  meisten  Fällen  zu  arteriosklerotischen  Gefäßveränderungen  mit 
rascher Progredienz. Die fortschreitende Verengung der Gefäße im Prozess der Arteriosklerose führt 
zunächst zu einer Minderversorgung und kann später zu einer kompletten Blockade des Blutflusses 
mit  fatalen  Komplikationen  führen.  Die  auftretenden makroangiopathischen  Komplikationen  und 
dabei  insbesondere die kardiovaskulären Erkrankungen sind Hauptursache  für die hohe Morbidität 
und  Mortalität  bei  Diabetikern.  Die  wesentlichen  Krankheitsbilder  der  Makroangiopathie  bei 
Diabetes  mellitus  sind:  Koronare  Herzkrankheit  und  Herzinfarkt,  periphere  arterielle  Verschluss‐
krankheit und zerebrovaskuläre Insuffizienz. Nichtdiabetiker entwickeln die genannten Erkrankungen 
erst  in wesentlich höherem Alter. Das Risiko für eine koronare Herzerkrankung steigt mit der Dauer 
der  Erkrankung  an  Diabetes Typ1  oder  Typ2.  Die  Komplikationsrate  des  Herzinfarktes,  die 
Hospitalsterblichkeit, das Risiko für Herzinsuffizienz sowie die Restenoserate nach kathetergestützter 














Insulin  und  Glukose  kontrollieren  die  Transkription  zahlreicher  synergistischer  Signalweg‐Gene  in 
Leber und Pankreas. Auftretende Insulin‐Resistenz und erhöhte Glukosespiegel im Rahmen von Typ2‐





erste,  entscheidende  Hinweise  für  die  Bedeutung  von  COUP‐TFII  im  Rahmen  der  Glukose‐
Homöostase  (Zhang  et  al.,  2002).  In  vitro  Studien  zeigen,  dass  COUP‐TFII  in  die  Regulation  der 
Expression des  Insulin‐Gens  in Beta‐Zellen des Pankreas  involviert  ist (Hwung et al., 1988). Weitere 
Untersuchungen  zeigen  den  Einfluss  von  COUP‐TFII  auf  die  Expression  des  L‐type pyruvate kinase 
(PKLR)  und  glucose‐6‐phosphatase‐Gens  (G6PT2)sowie  von  Genen,  die  eine  zentrale  Rolle  im 
Lipidmetabolismus innehaben (Lou et al., 1999; Pereira et al., 2000; Xu et al., 2007).  
Glucocorticoide fördern die Glukoneogenese in Abhängigkeit ihrer Konzentration (Koolman & Röhm, 
2009).  Die  Protein‐Protein‐Interaktion  von  COUP‐TFII  mit  dem  Glucocorticoid‐Rezeptor  reguliert 
dessen  transkriptionelle Aktivität  (De Martino et al., 2004). Der Transkriptionsfaktor HNF4α  ist wie 
COUP‐TFII  ein  nukleärer  Rezeptor mit  DNA‐Bindedomäne,  der  ebenfalls mit  dem  Glucocorticoid‐
Rezeptor  interagiert  und  eine wichtige Rolle  im Glukosemetabolismus  spielt  (Chawla  et  al.,  2001; 
Onica et al., 2008; Stenina, 2005). Zusätzlich aktiviert HNF4α den murinen COUP‐TFII Promotor und 
COUP‐TFII  die  Expression  von  HNF4α  in  Beta‐Zellen  des  Pankreas  (Perilhou  et  al.,  2008b).  Die 
Erkrankung Maturity onset diabetes of the young 1 (MODY1) ist eine autosomal dominante Form des 
nicht Insulin‐abhängigen Diabetes, die durch eine Mutation im Gen des Transkriptionsfaktors HNF4α 
ausgelöst  wird  (Gat‐Yablonski  et  al.,  2006).  Da  HNF4α  in  vielen  Fällen  exakt  an  dieselbe 
DNA‐Bindungsstelle bindet, wie COUP‐TFII, lässt dies eine kompetitive Besetzung der COUP‐TFII und 
HNF4α DNA‐Bindungsstellen vermuten. Die Rolle von COUP‐TFII bei der Entstehung von MODY1  ist 
bisher  jedoch  ungeklärt  (Ladias  et  al.,  1992;  Perilhou  et  al.,  2008b;  Ungaro  et  al.,  2008).  Die 
physiologische  Relevanz  der  Kreuzregulation  von  COUP‐TFII  und  HNF4α  ist  bisher  ebenfalls  nicht 
ausreichend untersucht. 
Die  Dosis‐abhängige  Herabregulation  von  COUP‐TFII  durch  Glukose  konnte  in  einer  Insulin 
sekretierenden  INS‐1 Beta‐Zelllinie  gezeigt werden  (Perilhou  et  al.,  2008a). Die  Verminderung  der 
COUP‐TFII Expression in der INS‐1 Beta‐Zelllinie führte zum Verlust der gesteigerten Insulin‐Sekretion 
nach Glukosestimulation (Perilhou et al., 2008a). 
COUP‐TFII  spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle  im Glukosemetabolismus  in  vivo  (Bardoux et al., 
2005). Mäuse mit  heterozygotem  konditionellem  COUP‐TFII‐Knockout  in Beta‐Zellen  des  Pankreas 
zeigen  nach  Fasten  verringerte  Plasma‐Glukose‐  und  höhere  Insulinspiegel  gegenüber  der 
Kontrollgruppe  (Bardoux  et  al.,  2005).  Die  Fütterung  von  C57BL/6J  Mäusen  mit  einer 
kohlenhydratreichen Diät nach 24 h Fasten führt zum Anstieg der Plasma‐Glukose‐ und Insulinspiegel 
sowie zur Reduzierung der COUP‐TFII Expression in Leber und Pankreas von Mäusen (Perilhou et al., 
2008a).  Die  Überexpression  von  PEA15  führt  zu  Insulin‐Resistenz  und  Diabetes  in  transgenen 
Mäusen.  In  Typ2‐Diabetikern  ist  die  Expression  von  PEA15  zudem  stark  erhöht  (Valentino  et  al., 
2006).  COUP‐TFII  aktiviert,  HNF4α  reprimiert  in  Konkurrenz  zur  selben  DNA‐Bindungsstelle  den 
Promotor des PEA15‐Gens. Eine gestörte Balance der HNF4α und COUP‐TFII Expression wird direkt 




Diagnosekriterium  (Kerner  et al., 2004; Ungaro  et al., 2008). Die Verringerung der  Expression des 
''carbohydrate‐responsive  element‐binding  protein''  (CHREBP)  in  der  Leber  von  Typ2‐diabetischen 





Syndroms.  COUP‐TFII  reguliert  dabei  die  Schlüssel‐Moleküle  der  Adipogenese  und  wäre  somit 




















Neben  der  bedeutenden  Rolle,  die  COUP‐TFII  im Rahmen  der  arteriovenösen Differenzierung  von 








zum  Anstieg  der  Expression  von  COUP‐TFII.  Schwerwiegende  Fehlbildungen  im  Rahmen  der 
Gefäßentwicklung  sind  die  Folge.  Der  molekulare  Mechanismus  der  Interaktion  zwischen  dem 
NOTCH‐Signalweg und COUP‐TFII ist bisher ungeklärt. Bekannt ist, dass das NOTCH‐Signalweg‐Zielgen 
HEY2 als transkriptioneller Repressor durch seine basische Helix‐Loop‐Helix Domäne fungieren kann. 
Ob  HEY2  in  seiner  Funktion  als  NOTCH‐Signalweg‐Zielgen  in  der  Lage  ist,  die  Expression  von 













Sämtliche Grundchemikalien wurden  in analysereiner Qualität  von  folgenden Herstellern bezogen: 




(Darmstadt)  und  Takara  (Saint‐Germain‐en‐Laye,  Frankreich)  bezogen.  Restriktionsendonukleasen 
wurden  von  der  Firma  Promega  (Mannheim)  oder  New  England  Biolabs  (Frankfurt  am  Main) 
bezogen. 
Lösungen  und  Reaktionsansätze  für  RNA‐Analysen wurden  ausschließlich mit Diethylpyrocarbonat 
(DEPC; Carl Roth, Karlsruhe) behandeltem RNase‐freien dH2O angesetzt. Für die Behandlung wurde 







BCA Protein Assay Reagent Kit          Pierce, Bonn 
Biotinylated Protein Ladder Detection Pack      Cell Signaling, Frankfurt am Main 
Dual‐Luciferase Reporter Assay System       Promega, Mannheim 
FuGENE HD Transfection Reagent        Roche, Mannheim 
GeneRuler 100bp DNA Ladder          Fermentas, St.Leon‐Rot 
GeneRuler 1kb DNA Ladder          Fermentas, St.Leon‐Rot 
High Pure RNA Isolation Kit          Roche, Mannheim 
JETQUICK DNA CleanUp Kit          Genomed, Löhne 
JETQUICK Gel Extraktion Spin Kit        Genomed, Löhne 
JETSTAR Plasmid Midi/Maxi          Genomed, Löhne 
JETQUICK Plasmid Spin Kit Mini         Genomed, Löhne 
Nuclear Extract Kit            Active Motif, Rixensart, (B) 
PageRuler Prestained Protein Ladder        Fermentas, St.Leon‐Rot 
peqGold TriFast            PEQLAB, Erlangen 
Platinum Taq DNA Polymerase          Invitrogen, Darmstadt 
Platinum Pfx DNA Polymerase          Invitrogen, Darmstadt 
Protease Inhibitor Cocktail P8340        Sigma‐Aldrich, Steinheim 
RNaseOUT Ribonuklease Inhibitor        Invitrogen, Darmstadt 
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)        Promega. Heidelberg 
SuperScriptII Reverse Transcriptase        Invitrogen, Darmstadt 
SYBR Premix Ex Taq            Takara,Saint‐Germain‐en‐Laye (F) 
T4 DNA Ligase              Promega, Mannheim 








pcDNA4/TO/myc‐His A, B, C          Invitrogen, Darmstadt 
pcFOXC1              Dep. of Med. Gen. Univ. of Alberta 
pcFOXC2              Dep. of Med. Gen. Univ. of Alberta 
pcHEY2               Eigener Bereich 
pCR‐XL‐TOPO              Invitrogen, Darmstadt 
pGL3‐Basic              Promega, Mannheim 
pGL3‐Control              Promega, Mannheim 
pGL4.10[luc2]              Promega, Mannheim 





Ampicillin               Carl Roth, Karlsruhe 
Chemically Competent E. coli DH5α        Invitrogen, Darmstadt 
Chemically Competent E. coli TOP10        Invitrogen, Darmstadt 
Kanamycin               Carl Roth, Karlsruhe 
LB‐Medium (Luria/Miller)          Carl Roth, Karlsruhe 
LB‐Agar (Luria/Miller)            Carl Roth, Karlsruhe 





Boviner Wachstumsfaktor (Retina)        Eigene Herstellung 
Collagenase Typ II            PAA, Kölbe 
Dulbecco's Modified Eagle Medium 4,5 g/l Glukose (DMEM)  Invitrogen, Darmstadt 
Dulbecco's Modified Eagle Medium 1,0 g/l Glukose (DMEM)  Invitrogen, Darmstadt 
Dulbecco's phosphate‐buffered saline (PBS)      Invitrogen, Darmstadt 
Endothelial Cell Basal Medium MV2        PromoCell, Heidelberg 
Endothelmedium mit L‐Glutamin        PAA, Cölbe 
Fötales Kälberserum (FCS)          PAA, Cölbe 
Fungizone Invitrogen (250 μg/ml Amphotericin B)    Invitrogen, Darmstadt  
Gelatine              Sigma‐Aldrich, Deisendorf 
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS‐Lösung)      PAA, Cölbe 
Medium 199 with Earle's Salts and L‐Glutamine (M199)   Invitrogen, Darmstadt 
Minimum Essential Media (MEM)        Invitrogen, Darmstadt 
Penicillin‐Streptomycin (10000 U/ml)        PAA, Cölbe 








rh Insulin              Sigma‐Aldrich, Deisendorf 
PI3K Inhibitor LY294002           Merck, Darmstadt 
Gamma‐Sekretase Inhibitor X          Merck, Darmstadt 














Tris‐EDTA‐Puffer (TE‐Puffer )      10 mM Tris‐HCl (pH 8,0) 
1 mM Natrium‐EDTA 
 
Protein‐Puffer          20 mM Tris‐HCl (pH 7,4) 
            1 % SDS 








Sammelgel‐Puffer (SDS‐PAGE)      1 M Tris‐HCl (pH 6,8) 
 
Trenngel‐Puffer (SDS‐PAGE)      1,5 M Tris‐HCl (pH 8,8) 
 


















Ponceau‐S‐Färbelösung       0,5 % Ponceau 
1 % Essigsäure in Wasser 
 
Griess‐Reagenz 1        2 % Sulfanilamid 
in 2,5 %iger H3PO4 
 






Collagenaselösung         0,5 % Collagenase II in PBS 
 
Gelatinelösung          2 % Gelatine in dH2O 
 




Resting‐Puffer (Glukose 0mM)      15 mM Hepes pH7,4 
            5 mM KCl 
            120 mM NaCl 
            24 mM NaHCO3 
            1 mM MgCl2 
            2 mM CaCl2 
            1 mg/ml Ovalbumin 
 
HG‐Puffer (Glukose 25 mM)      15 mM Hepes pH7,4 
            55 mM KCl 
            25 mM Glukose 
            70 mM NaCl 
            24 mM NaHCO3 
            1 mM MgCl2 
            2 mM CaCl2 







            55 mM KCl 
            25 mM D(‐)‐Glukose 
            70 mM NaCl 
            24 mM NaHCO3 
            1 mM MgCl2 
            2 mM CaCl2 











Die  Präparation  der  Gesamt‐RNA  aus  Zellkulturen  erfolgte  mittels  peqGold TriFast‐Reagenz  oder 





Nach  dem  Waschen  wurden  die  Zellen  mit  1 ml  peqGold TriFast‐Reagenz  (Phenol‐Chloroform 
basierter  Aufreinigungskit)  pro  60 mm  Zellkulturschale  lysiert.  Um  die  Dissoziation  der 
Nukleotid‐Protein‐Komplexe  zu  gewährleisten,  wurde  das  Zelllysat  anschließend  für  10  Min.  bei 
Raumtemperatur  inkubiert.  Die  Zugabe  von  Chloroform  und  die  darauf  folgende  Zentrifugation 
(5 Min., 12.000 g, 4°C)  führten  zur Phasentrennung. Die obere, wässrige Phase beinhaltet RNA, die 
Interphase  DNA  und  die  untere  Phase  Protein.  Die  Fällung  der  RNA  erfolgte  nach  Abnahme  der 
oberen  Phase  durch  Zugabe  von  Isopropanol.  Das  RNA‐Pellet  wurde  mittels  75 % EtOH  und 












Die  Messung  der  Konzentration  von  RNA  und  DNA  erfolgte  durch  Verwendung  eines 
Spektrophotometers  (NanoDrop 1000).  Mit  dem  Gerät  kann  die  Konzentration  in  unverdünnten 
Proben  bestimmt  werden.  Auch  geringste  Mengen  an  RNA/DNA  können  sehr  exakt  vermessen 
werden  (2‐100 ng/μl ± 2 ng/μl; Genauigkeit  laut Angaben des Herstellers).  Für die Messung wurde 
ein  Probevolumen  von  1,5 μl  verwendet.  Die  Bestimmung  der  Konzentration  erfolgte  durch 
Absorptionsmessung bei 260 nm und 280 nm. Das Verhältnis 260/280 ist der Reinheitskoeffizient. Er 














Für  die  weiteren  Analysen  wurde  die  RNA  durch  das  Enzym  Reverse  Transkriptase  in  cDNA 
(complementary DNA)  umgeschrieben.  Die  Reverse  Transkriptase‐Reaktion  umfasste  zwei 
Teilschritte. Zuerst wurde die RNA mit Random Primern  (Feinberg & Vogelstein, 1983) und dNTPs 
(Invitrogen, Darmstadt)  inkubiert.  Im  zweiten Schritt erfolgte die  reverse Transkription der RNA  in 






dNTPs (10mM)        1 μl 
 





DTT (0,1M)        2 μl 
RNaseOUT        1 μl 
SuperScriptII RT      1 μl 
 
Der  Ansatz  wurde  bei  25°C  für  10 Min.  und  anschließend  bei  42°C  für  50 Min.  inkubiert.  Zur 







Faloona,  1987).  Eingesetzt  wurden  jeweils  20 ng  cDNA  beziehungsweise  DNA.  Die  verwendeten 
humanspezifischen Primer sind in Tabelle 2.1 und 2.2 aufgeführt. Mit Ausnahme von FOXC1 wurden 
















Die  cDNA/DNA wurde  nach  einem  initialen Denaturierungsschritt  (1 Min., 95°C) mit  einem  für die 
jeweilige  PCR  spezifischen  Programm  amplifiziert.  Die  Amplifikation  umfasste  folgende  Schritte: 
Zyklisches Denaturieren der DNA (95°C, 30 s), Annealing der Primer an die Matrizen‐DNA (spezifische 
Annealing‐Temperatur  ist abhängig von den Primern, 30 s) und Extension des zu synthetisierenden 
Stranges  (72°C,  30 s).  Die  erforderliche  Zyklenanzahl  ist  abhängig  von  der  im  jeweiligen  Zelltyp 







Zur  Analyse  der  amplifizierten  DNA‐Fragmente  wurden  jeweils  20 μl  des  PCR‐Ansatzes  mit  2 μl 
10x Lade‐Puffer versetzt und auf einem Agarosegel aufgetragen. Die Größe der amplifizierten DNA‐
Fragmente  konnte  über  einen  ebenfalls  aufgetragenen  Größenmarker  bestimmt  werden.  Die 
Auftrennung  im Agarosegel wurde anschließend mit dem GeneFlash  (Syngene, Cambridge, UK) Gel‐
Dokumentations‐System  dokumentiert.  Die  im  Rahmen  der  Klonierung  des  HEY2  und  COUP‐TFII 
Promotors amplifizierten DNA‐Fragmente wurden mit der Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen, 










die  Quantifizierung  der  DNA‐Startmenge  verwendet  werden.  Dabei  entspricht  der  Ct‐Wert  der 
Anzahl an benötigten PCR‐Zyklen, die nötig sind, um ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu 
erreichen. Dementsprechend befindet sich beim Erreichen des Ct‐Wertes  in allen Reaktionsgefäßen 
exakt  dieselbe  Menge  an  amplifizierter  DNA.  Die  Amplifizierung  und  somit  das  Erreichen  des 
Ct‐Wertes sind dabei abhängig von der Effizienz der jeweiligen PCR. Bei einer Verdopplung der DNA‐
Menge im Rahmen eines PCR‐Zyklus spricht man von einer 100 %igen Effizienz. Analog zur Menge an 
DNA  steigt  das  Signal  des  verwendeten  Fluoreszenzfarbstoffes  an.  Im  Falle  einer  relativen 
Quantifizierungsstrategie  wird  die  Expression  des  Zielgens  auf  ein  möglichst  gering  reguliertes 
Referenzgen  normalisiert.  Die  unterschiedlichen  Effizienten  der  Amplifikation  der  verschiedenen 
Zielgene  können  durch  die  Verwendung  einer  definierten  cDNA/DNA‐Verdünnungsreihe  ermittelt 
werden  (Bustin, 2005; Nolan et al., 2006).  In der vorliegenden Arbeit wurde die Real‐Time PCR mit 




doppelsträngige  DNA  interkalierende  Fluoreszenzfarbstoff  SYBR Green  verwendet.  Die 
Fluoreszenzmessung  erfolgte  am  Ende  jedes  PCR‐Zyklus.  Zur  Kontrolle  der  Bildung  spezifischer 
Amplifikationsprodukte wurden  die  Proben  nach  dem  letzten  PCR‐Zyklus  auf  60°C  abgekühlt  und 
dann  in  0,5°C‐Schritten  von  60°C  bis  auf  95°C  erhitzt.  Zeitgleich wurde  die  Fluoreszenzintensität 
gemessen. Die erste Ableitung der gemessenen Fluoreszenzintensität ergibt die Schmelzkurve. Die 
spezifische Amplifikation nur  eines  PCR‐Amplifikats  ist  an  einem  spezifischen  Peak  erkennbar.  Zur 
Durchführung der Real‐Time PCR wurde der SYBR Premix Ex Taq Kit  (Takara, Saint‐Germain‐en‐Laye 







FITC (1 μM)      0,25 μl 
Template (10 ng/μl)      2,0 μl 






Denaturierung      95°C, 20 s 
Annealing      60°C, 30 s  45x 
Extension      72°C, 10 s 
Datenaufnahme    76°C, 5 s 
Finale Extension    72°C, 120 s 
Denaturierung      95°C, 60 s 
Annealing/Datenaufnahme  60°C – 95°C, in 4 s/0,4°C Schritten 
Hold        4°C 
 
Die  Auswertung  der  Rohdaten  und  die  Ermittlung  der  Ct‐Werte  erfolgte  mittels  der  iCycler iQ 
Optical System Software  (Version 3.0.a). Die relative Expression des  in den experimentellen Proben 







Nukleinsäuren  können  in  einem  Agarosegel  mittels  Elektrophorese  entsprechend  ihrer  Größe 
aufgetrennt  werden.  Die  Durchführung  der  Gelelektrophorese  erfolgte  unter  Verwendung  einer 
Standard‐Elektrophorese‐Apparatur,  bei  8‐10 V/cm  Laufstrecke  (Sambrook  &  Russell,  2006). 
Verwendet  wurden  für  die  Auftrennung  von  DNA  oder  für  die  Kontrolle  der  RNA‐Integrität 




einer  Konzentration  von  100 ng/ml  zugesetzt.  Die  zu  untersuchende  Probe  wurde mit  10x Lade‐






Um DNA‐Fragmente nach elektrophoretischer Auftrennung  aus Agarosegelen  zu  isolieren, wurden 
die  Fragmente  in  der  gewünschten  Größe  auf  dem  UV‐Transilluminator  aus  den  Agarose‐Gelen 
ausgeschnitten. Um DNA‐Schädigungen zu vermeiden, wurde die Intensität der UV‐Lampe reduziert 
und die Betrachtungsdauer unter UV‐Licht möglichst kurz gehalten. Die  Isolation der DNA aus den 








Die  Klonierung  von  durch  PCR  amplifizierten  DNA‐Fragmenten  erfolgte  unter  Verwendung  des 
TOPO XL PCR Cloning Kits (Invitrogen, Darmstadt). Die Klonierung in den pCR‐XL‐TOPO Vektor beruht 
auf  dem  von  Shuman  beschriebenen  Prinzip  eines  mit  Vaccinia Topoisomerase I  ''aktivierten'' 
TA‐Vektors  (Shuman,  1994).  Der  für  die  Klonierung  notwendige  TA‐Überhang  wurde  durch  eine 
A‐Tailing‐Reaktion  angefügt.  Hierzu  wurden  die  mit  Platinum Pfx DNA Polymerase  (Invitrogen, 
Darmstadt) amplifizierten PCR‐Fragmente nach  Isolation aus dem Agarosegel  für 2 Min. bei 72°C  in 
einem PCR‐Ansatz (25 μl) mit Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Darmstadt)  inkubiert. Nach 
Transformation  der  Vektor‐Konstrukte  in  E. coli  Bakterien  erfolgte  eine  Antibiotika‐Selektion 
positiver  Klone.  Die  Umklonierung  in  die  Luciferase  Reportergen‐Vektoren  pGL3‐Basic  und 






Die  PCR‐basierende  Amplifikation  der  im  Rahmen  der  Arbeit  klonierten  humanen  HEY2  und 
COUP‐TFII  Promotor‐Fragmente  erfolgte  mit  den  in  Tabelle 2.2  aufgeführten  humanspezifischen 
Primern.  Die  Amplifikation  des  HEY2  Promotor‐Fragmentes  erfolgte  aus  dem  BAC‐Klon 
RZPD B737C0212D;  die  Amplifikation  des  COUP‐TFII  Promotor‐Fragmentes  aus  dem  BAC‐Klon 










In  einigen  Fällen  sind  für  die  Klonierungen  keine  geeigneten  Restriktionsschnittstellen  in  den 
verwendeten Vektoren  vorhanden  gewesen.  In diesen  Fällen wurde die 3'‐5' Exonuclease‐Aktivität 
der T4 DNA Polymerase verwendet, um 3'‐überhängende Nukleotide der doppelsträngigen DNA  zu 
entfernen.  Die  5'‐3' Polymerase‐Aktivität  der  T4 DNA Polymerase  kann  zum  Auffüllen  von 
5'‐vorstehenden Enden mit Nukleotiden genutzt werden.  In beiden Fällen entstehen glatte Enden, 
sogenannte Blunt Ends (Burd & Wells, 1974). Die T4 DNA Polymerase wurde von der Firma Promega 
(Mannheim)  bezogen.  Die  Reaktion  wurde  nach  den  Angaben  des  Herstellers  durchgeführt. 
















Zur Vorbereitung der  Ligation wurde das  zu klonierende DNA‐Fragment  sowie der Vektor mit den 
gewünschten Restriktionsendonukleasen geschnitten. Anschließend erfolgte durch Auftrennung und 
Isolation  aus  einem  Agarosegel  die  Aufreinigung  der  DNA.  Die  Ligation wurde mit  T4 DNA Ligase 
(Promega, Mannheim) nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. Vektor und DNA‐Fragment 
(Insert) wurden  im molaren Verhältnis  von 1:2 unter Berücksichtigung der Größe  von Vektor und 
DNA‐Fragment  (Insert)  eingesetzt.  Für  den  Ligationsansatz  (20 μl) wurden  100 ng  Vektor  und  die 
ermittelte Menge  an  Insert mit  1 U  T4 DNA Ligase  inkubiert.  Bei  der  Ligation  von  glatten  Enden 






Die  Transformation  wurde  genutzt,  um  die  verschiedenen  resistenzvermittelnden  Plasmide  in 
Bakterien zu vervielfältigen. Nach der Transformation wurden die erfolgreich transformierten E. coli 
Bakterien auf antibiotikahaltigem LB‐Agar  selektiert. Die E. coli Bakterien wurden bereits chemisch 
kompetent  von  Invitrogen  (Darmstadt)  bezogen.  Für  die  Transformation  wurden  die  Bakterien 
zunächst auf Eis getaut. Darauffolgend wurden 100 μl Bakterien mit 10 μl Ligationsansatz gemischt 
und 30 Min.  auf  Eis  inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien  für 30 s bei 42°C  inkubiert und 











Für  die  Plasmid‐DNA‐Präparation  aus  Bakterien  wurden  die  Säulensysteme  JETQUICK  (Mini)  und 
JETSTAR  (Midi/Maxi)  verwendet  (beide  von Genomed,  Löhne). Die  Präparation  beruht  auf  einem 
modifizierten  Verfahren  der  alkalischen  Lyse.  Die  auf  Selektionsplatten  nach  der  Transformation 
herangewachsenen  Bakterienkolonien  wurden  in  Ampicillin‐haltigem  LB‐Medium  (100 μg/ml)  bis 
zum  Erreichen  einer  optischen  Dichte  (OD600)  von  1,5  bei  37°C  und  225 rpm  inkubiert  und 
anschließend  sedimentiert  (10 Min., 5.000 g).  Die  weitere  Vorgehensweise  erfolgte  nach  den 
Angaben  des  Herstellers.  Nach  der  Fällung  der  DNA mit  Isopropanol  wurde  das  DNA‐Pellet mit 
70 %igem Ethanol gewaschen und anschließend in ddH2O aufgenommen.  









wurden  1‐10 μg  Plasmid‐DNA  in  einem  Reaktionsansatz  (20‐40 μl)  mit  der  oder  den 
Restriktionsendonuklease(n) (1‐10 U) inkubiert. Der für den einzelnen oder kombinatorischen Verdau 
am  besten  geeignete  Reaktionspuffer wurde  nach Herstellerangaben  ausgewählt.  Ein  analytischer 
Verdau wurde 1 h, ein quantitativer Verdau 4 h bei 37°C  inkubiert. Im Falle eines Verdaus mit nicht 
kombinierbaren  Restriktionsendonukleasen  wurde  vor  dem  erneuten  Verdau  die  DNA  mittels 
elektrophoretischer Auftrennung und Isolierung aus dem Agarosegel (2.2.7) oder unter Zuhilfenahme 







beiden  Seiten  unter  Verwendung  von  spezifischen  Primern  (Tabelle 2.2)  sequenziert.  Die 
Durchführung  der  kapillarelektrophoretischen  Auftrennung  der  fluoreszenzmarkierten  DNA‐
Abbruchfragmente  (Sanger  et  al.,  1977)  und  die  Erstellung  des  auf  der  Fluoreszenz‐Detektion 













Die  Gesamtproteinpräparation  aus  Zellkulturen  erfolgte mittels  peqGold TriFast‐Reagenz.  Für  die 
Untersuchung von Phosphorylierungen verwendetes Gesamtprotein wurde durch Verwendung des 
Nuclear Extract Kit (Active Motif, Rixensart (B)) präpariert. In beiden Fällen wurde die Isolierung nach 





lysiert. Um die Dissoziation der Nukleotid‐Protein‐Komplexe  zu  gewährleisten, wurde das  Zelllysat 
anschließend für 10 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zugabe von Chloroform und die darauf 
folgende  Zentrifugation  (5 Min., 12.000 g, 4°C)  führten  zur  Phasentrennung.  Die  obere,  wässrige 
Phase  beinhaltet  RNA,  die  Interphase  DNA  und  die  untere  Phase  das  Gesamtprotein.  Die 
Präzipitation  der  Proteine  der  unteren  Phase  erfolgte mit  1,5 ml  Isopropanol/ml  peqGold TriFast‐





Für  die  Isolierung  wurden  die  Zellen  erneut  mit  PBS/Phosphatase Inhibitor  gewaschen.  Die 






Die  Präparation  nukleärer  und  zytoplasmatischer  Proteinextrakte  aus  Zellkulturen  erfolgte  durch 
Verwendung des Nuclear Extract Kit (Active Motif, Rixensart (B)). Durchgeführt wurde die  Isolierung 
nach  Anleitung  des  Herstellers.  Vor  Beginn  der  Isolation wurde  die  Zellkultur  zweimal mit  HBSS 
gewaschen.  Danach  wurden  die  Zellen  erneut  mit  PBS/Phosphatase Inhibitor  gewaschen.  Die 
Gewinnung  der  zytoplasmatischen  Proteine  erfolgt  im  Anschluss  durch  Inkubation  der  Zellen  in 
einem hypotonen Puffer und der darauf folgenden Zugabe einer Detergens. Nach Abnahme des die 



























denaturiert  und  anschließend  auf  das  SDS‐Polyacrylamid‐Gel  aufgetragen.  Zusätzlich  wurde  ein 
Proteinstandard  (Molekulargewichtsmarker)  aufgetragen.  Während  der  elektrophoretischen 







Die  mittels  SDS‐Polyacrylamid‐Gelelektrophorese  aufgetrennten  Proteine  wurden  zur  weiteren 
Analyse  mittels  Mini Trans‐Blot Electrophoretic Transfer Cell  nach  dem  Protokoll  des  Herstellers 
(BioRad,  München)  auf  eine  vorher  in  Transfer‐Puffer  äquilibrierte  Nitrozellulose‐Membran 
transferiert  (100 V,  60 Min.,  4°C).  Der  visuelle  Nachweis  der  Effizienz  und  Gleichmäßigkeit  des 
Proteintransfers  wurde  durch  Färbung  der  Membran  mit  Ponceau‐S‐Färbelösung  erbracht. 
Anschließend  wurde  die  Membran  1 h  in  Blockierungslösung  (5 %  Milchpulver  in  TBS‐T‐Puffer) 
inkubiert,  um  noch  freie  Bindungsstellen  auf  der Membran  zu  blockieren.  Die  auf  der Membran 
immobilisierten  Proteine  können  nun mit  spezifischen  Antikörpern  nachgewiesen werden.  Hierzu 
wurde die Membran mit in Blockierungslösung verdünnten Antikörpern über Nacht bei 4°C inkubiert. 
Durch mehrfaches Waschen  in  TBS‐T‐Puffer  erfolgte die  Entfernung unspezifisch  an die Membran 
gebundener  Antikörper.  Die  Detektion  der  gebundenen  spezifischen  Antikörper  erfolgte  nach 
Inkubation  (1 h, bei Raumtemperatur) mit einem  sekundären, Meerrettichperoxidase‐gekoppeltem 
(HRP)  Antikörper.  Nach  erneuten  Waschschritten  wurde  die  Aktivität  der  Peroxidase  mit  dem 
Western  Lightning  Chemiluminescence  Reagent  Plus  (Perkin  Elmer,  Rodgau)  detektiert.  Die  im 
Rahmen der Arbeit verwendeten primären und sekundären Antikörper sind in Tabelle 2.3 aufgeführt. 







































sterilen  Bedingungen.  Die  dafür  verwendeten  Medien  und  Lösungen  wurden  alle  auf  37°C 
temperiert. Nach dem Einführen von Knopfkanülen an den Enden der Gefäße wurden zunächst die 
Blutrückstände in den Gefäßen durch mehrmalige Spülung mit PBS entfernt. Anschließend wurde das 
Gefäßlumen  mit  0,5 %iger  Collagenaselösung  gefüllt,  die  Knopfkanülen  mit  Durchflusshähnen 
verschlossen  und  für  12 Min.  bei  37°C  im Wasserbad  inkubiert. Nach  der  Inkubation wurden  die 
abgelösten Zellen durch leichtes Massieren der Nabelschnur und Spülen mit M199 aus den Gefäßen 
herausgelöst.  Generell wurden  hierbei  die  Zellen mehrerer  Nabelschnüre  vereinigt.  Abschließend 
wurden  die  isolierten  Zellen  zentrifugiert  (10 Min., 6.000 g),  in  M199  resuspendiert  und  in  mit 
Gelatinelösung  beschichteten  Zellkulturgefäßen  ausgesät.  Die  Kultivierung  der  adhärenten 
Endothelzellen  erfolgte  bei  37°C  in  einer wasserdampfgesättigten  CO2‐Atmosphäre  (5 %  CO2).  3 h 
nach  der  Isolierung  wurde  das  Medium  gewechselt  und  die  Zellen  zur  Entfernung  restlicher 
anhaftender  Erythrozyten  mit  HBSS  mehrmals  gewaschen.  Im  weiteren  Verlauf  der  Kultivierung 
wurde das Medium alle 48 h gewechselt. Sollten die Zellen passagiert werden, wurden die Kulturen 
vor Erreichen der Konfluenz gesplittet.  




2.4.2 Stimulation  primärer  humaner  arterieller  und  venöser  Endothelzellen  der  Nabelschnur 
mit Glukose 
 
Für  die  Stimulation  humaner  Endothelzellen  mit  Glukose  oder  D(‐)‐Glukose  in  Kombination  mit 
Insulin  (Sigma‐Aldrich,  Deisendorf)  wurden  konfluente  Endothelzellkulturen  verwendet.  Die 
Stimulation  wurde  24 h  nach  dem  Erreichen  der  Konfluenz  begonnen.  Bis  zum  Erreichen  der 
Konfluenz  wurden  die  Zellen  in  5,5 mM  Glukose  enthaltendem  M199  (10 %  FCS,  1 %  Boviner 
Wachstumsfaktor, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin, 2,5 µg/ml Fungizone) kultiviert.  
Vor der kurzzeitigen Stimulation  (bis zu 240 Min.) wurden die Zellen  für 60 Min.  in einem Resting‐
Puffer (0 mM Glukose)  inkubiert.  Im Falle der Behandlung mit dem PI3K Inhibitor LY294002 (Merck, 
Darmstadt) wurde dieser bereits während der  letzten 30 Min. des Restings  zugegeben. Nach dem 






















2.4.4 Kultivierung  und  Stimulation  von  immortalisierten  bovinen  Endothelzellen  der  Aorta 
(GM‐7373) 
 
Immortalisierte  bovine  Endothelzellen  der  Aorta  (GM‐7373)  wurden  direkt  von  der  ''Deutsche 
Sammlung  von  Mikroorganismen  und  Zellkulturen  GmbH''  (Braunschweig)  bezogen.  Gemäß 
Anleitung wurden die adhärenten Zellen bei 37°C in einer wasserdampfgesättigten CO2‐Atmosphäre 
(5 % CO2) kultiviert. 
Für  die  Stimulation mit Wachstumsfaktoren  sowie  für  die  Behandlung mit  Inhibitoren wurde  ein 
serumreduziertes Medium  verwendet.  Eine Vorinkubation  in  diesem Medium  erfolgte  bei  diesem 
Zelltyp nicht. 








der  TU Dresden  (Leiter:  Prof. Dr. med. A. Deußen)  zur  Verfügung  gestellt.  Die  Kultivierung  der 
adhärenten Zelllinie erfolgte bei 37°C in einer wasserdampfgesättigten CO2‐Atmosphäre (5 % CO2).  














Hypoxische  Bedingungen  für  die  Kultivierung  von  Endothelzellen  wurden  durch  die  Verwendung 
eines  Hypoxie‐Inkubators  hergestellt.  Der  integrierte  Sauerstoffsensor  des  Inkubators  (SANYO 
MCO‐5M,  Osaka,  Japan)  ermöglicht  in  Kombination  mit  einer  Gasregeleinheit  die  Begasung  mit 
einem  aus  95 % N2  und  5 % CO2  bestehenden Gasgemisch. Auf  diese Weise  kann  die  gewünschte 
Sauerstoff‐Konzentration  innerhalb  des  Inkubators während  der  Versuchsdauer  aufrecht  erhalten 
werden. Für die Kultivierung unter Normoxie wurde ein Sauerstoff‐Gehalt von 20 % eingestellt. Die 









dass  sie  am  Versuchstag  eine  70‐80 %ige  Konfluenz  aufwiesen.  Eine  Stunde  vor  der  Transfektion 
wurde auf ein Medium ohne Antibiotika und Fungizide gewechselt.  Im Falle der Durchführung von 
Stimulationen  mit  Wachstumsfaktoren  oder  der  Behandlung  mit  Inhibitoren  wurde  zu  diesem 




gemischt  (3 s, mittlere Stufe) und  22 Min. bei Raumtemperatur  inkubiert.  Im Anschluss wurde der 
Transfektionsansatz kurz unterhalb des Mediumspiegels auf die Zellen pipettiert. Die Ratio von DNA 








Plasmiden  basierenden  lentiviralen  Vektorsystem  hergestellt.  Dabei  handelt  es  sich  um  das 
Transferplasmid  pFUGW,  welches  die  gewünschte  zu  exprimierende  DNA‐Sequenz  trägt,  das 
Verpackungsplasmid  pCMV‐dR8.74  sowie  das  Envelope‐Plasmid  pMD2G.  Etabliert  wurde  das 
genutzte  System  vom  Institut  für  Physiologie  der  TU Dresden  unter  Leitung  von  Prof. Dr. med. 
H.J. Schnittler (Kronstein, 2006) und dem Bereich Gefäßendothel/Mikrozirkulation freundlicherweise 




Der Virusüberstand  für die Transduktion, der  für die  im Rahmen der Arbeit hergestellten  lentiviral 
NOTCH1 intrazelluläre Domäne  überexprimierenden  HEK 293T  Zellen  wurde  von  der  Klinik  und 






in  Kooperation  mit  der  Klinik  und  Poliklinik  für  Kinder‐  und  Jugendmedizin.  Sämtliche  dafür 




und  auf  neue  Zellkulturgefäße  ausgesät,  dass  sie  am  Versuchstag  eine  70‐80 %ige  Konfluenz 



















Mittels  Reportergenassay  ist  es möglich,  regulatorische  DNA‐Abschnitte  zu  identifizieren  und  die 
Auswirkungen verschiedener experimenteller Bedingungen bezüglich der Regulation des  jeweiligen 
Gens  zu  untersuchen.  Die  Transkription  des  Reportergens  steht  dabei  unter  der  Kontrolle  der 
jeweiligen untersuchten DNA‐Sequenzen. Die hohe Nachweis‐Sensitivität und die nicht vorhandene 
Hintergrundaktivität  in  humanen  Zellen  ist  ein  entscheidender  Vorteil  von  Luciferasen  gegenüber 
klassischen  Reportergenen,  wie  ß‐Galaktosidase  oder  Chloramphenicol‐Acetyltransferase.  Aus 
diesem  Grund  wurden  für  die  im  Rahmen  der  Arbeit  klonierten  humanen  HEY2  und  COUP‐TFII 
Promotor‐Fragmente  die  Luciferase‐Vektoren  pGL3‐Basic (HEY2)  sowie  pGL4.10[luc2] (COUP‐TFII) 











pGL3‐Control  Vektor  mit  konstitutiv  aktivem  SV40  Promotor  verwendet.  Alle  für  die  Arbeit 
verwendeten Reportergen‐Vektoren wurden von Promega, Mannheim bezogen.  
Durch  transiente Transfektion wurden die  für die Arbeit  klonierten humanen HEY2 und COUP‐TFII 
Promotor Konstrukte  in  verschiedenen  Zelltypen untersucht. Da die Qualität der Plasmid‐DNA  ein 
entscheidender  Faktor  für  die  Effektivität  der  Transfektion  ist,  wurden  generell  je  Plasmid 
mindestens drei unterschiedliche Plasmid‐Präparationen verwendet.  









Für  die  Reportergenassays wurde  die  Transfektion  der  verschiedenen  Zelltypen  in  24‐Wellplatten 
durchgeführt. Generell wurden  für die  Transfektionen 500 ng DNA  je Well mit  folgender Plasmid‐
Zusammensetzung verwendet:  












Die  Applikation  von  turbulenter,  laminarer  oder  oszillatorischer  Schubspannung  auf  konfluente 
GM‐7373  Endothelzellkulturen  erfolgte  mit  Hilfe  einer  nach  Sdougos  modifizierten  Plattenkegel‐
Viskometer‐Apparatur. Sie simuliert die durch den Blutstrom erzeugte Schubspannung  (Sdougos et 
al.,  1984).  Die  Apparatur  besteht  aus  einer  Zellkulturschalenhalterung,  einem  drehbaren  aus 
Polycarbonat  bestehenden  Kegel mit  Justiereinrichtung,  einer Motor‐Getriebe‐Kombination  sowie 
einer  Steuereinrichtung  zur  stufenlosen  Einstellung  der  Geschwindigkeit  des  Kegels.  Durch  die 




gerichteter  turbulenter  Strömung  des  Mediums  über  den  Endothelzellen.  Die  Intensität  der 
Schubspannung  ist dabei  von der Winkelgeschwindigkeit, dem Winkel α des Kegels  sowie  von der 
Viskosität  des  Mediums  abhängig.  Durch  die  Zugabe  von  5 %  Dextran  kann  die  Viskosität  des 
verwendeten Mediums  von  0,007 dyn/cm2  auf  0,02065 dyn/cm2  (Faktor 2,95)  erhöht werden. Die 
Erhöhung  der  Viskosität  des  Mediums  ermöglicht  damit  die  Applikation  geringerer 
Winkelgeschwindigkeiten  und  vermeidet  somit  den  durch  zu  hohe  Fliehkräfte  auftretenden 
Medienverlust während der Stimulation. Nach dem Einsetzen der Zellkulturschale  in die Apparatur 
wurde der Kegel über den Zellen abgesenkt. Anschließend wurde die spezifische Schubspannung an 
der  Steuereinrichtung  durch  Einstellung  der  entsprechenden  Winkelgeschwindigkeit  ausgewählt. 
Begonnen wurde mit der Stimulation der Endothelzellen nach Erreichen der Konfluenz. Als Kontrolle 
dienten statische Kulturen mit gleichen Medium‐Bedingungen. 
Verwendetes  Medium  zur  Stimulation  der  GM‐7373  Endothelzellen:  MEM  (10 %  FCS,  100 U/ml 














Für  die  Messung  wurden  100 μl  Zellkulturüberstand  entnommen  und  diese  mit  50 μl  Griess‐
Reagenz 1  vermischt.  Nach  5 Min.  Inkubation wurde  Griess‐Reagenz 2  zugegeben.  Nach weiteren 

















Für  die  Durchführung  der  Immunfluoreszenzanalyse  von  Zellen  wurden  diese  auf  Deckgläschen 
kultiviert. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit eiskaltem Methanol (‐20°C). Anschließend wurden die 
Zellen in PBS rehydriert (10 Min., 37°C). Unspezifische Bindungsstellen wurden durch die Inkubation 
mit  1 %  BSA‐Lösung  blockiert  (1 h,  37°C).  Nach  dreimaligem  Waschen  mit  PBS  (jeweils 5 Min.) 
erfolgte die Inkubation mit dem in 0,5 % BSA gelösten primären Antikörper über Nacht bei 4°C. Nach 
erneuten  Waschschritten  erfolgte  für  den  nicht  direkt  gekoppelten  COUP‐TFII  Antikörper  die 
Inkubation mit dem in 0,5 % BSA gelösten sekundären Antikörper (1 h, 37°C, im Dunkeln). Nach dem 
erneuten Waschen der Zellen wurden die Zellkerne mit DAPI‐Lösung (2,5 μg/ml, Carl Roth, Karlsruhe) 
gefärbt.  Die  Dokumentation  erfolgte  durch  Fluoreszenzmikroskopie  (Axiovert  100,  Carl  Zeiss, 
Oberkochen) mit angeschlossener CCD‐Kamera (CoolSNAP HQ, Photometrics, Tucson, AZ, USA). 
 
Für  die  immunhistochemische Analyse  der  humanen Nabelschnur wurden  die  Proben  zunächst  in 
einer wässrigen  Formalinlösung  fixiert.  Anschließend wurden  die  Proben  entwässert  und  danach 
in heißem  Paraffin  eingebettet. Die  notwendigen  Schritte  von  der  Fixierung  bis  zur  Einbettung  in 















Die  Ergebnisse  wurden  als  Mittelwert  (MW) ± Standardfehler  (SEM)  angegeben.  Die  statistische 
Auswertung erfolgte  je nach experimentellem Aufbau mittels Holm‐Sidak multiplem Vergleichstest 
für die einfaktorielle Varianzanalyse  (One Way ANOVA) sowie  in den genannten Fällen durch  t‐Test 
für unabhängige  (t‐Test) oder gepaarte  (Paired t‐Test)  Stichproben.  Für die Auswertung wurde die 







Für  die  arteriovenöse  Differenzierung  von  Endothelzellen  spielen  die  Transkriptionsfaktoren 
COUP‐TFII  und  HEY2  eine  entscheidende  Rolle.  Untersuchungen  zur  Regulation  dieser  Faktoren 
stehen  im  Fokus  der  vorliegenden  Arbeit.  Es  werden  Untersuchungen  zur  Basalexpression  von 
COUP‐TFII  in  Endothelzellen  sowie  zur  COUP‐TFII  Promotoraktivität  vorgestellt. Weiterhin werden 
Ergebnisse  zur  Glukose‐abhängigen  Regulation  von  COUP‐TFII  und  in  diesem  Zusammenhang 
Untersuchungen  zum  Einfluss  des  AKT‐Signalweges  und  zur  Expression  der Glukosetransporter  in 
Endothelzellen  gezeigt. Darauf  aufbauend werden Untersuchungen  zum  Einfluss  von  COUP‐TFII  in 
Kombination mit  der  Applikation  von  Schubspannung  auf  die  Regulation  des  Adhäsionsmoleküls 
E‐Selektin und der endothelialen NO‐Synthase vorgestellt. 
Die  mögliche  Interaktion  zwischen  COUP‐TFII  mit  dem  für  die  arteriovenöse  Differenzierung 
bedeutenden  Zielgen  des NOTCH‐Signalweges HEY2 wird  im  zweiten  Teil  der  vorliegenden Arbeit 
dargestellt.  
Messergebnisse für mRNA‐ und Protein‐Expressionen werden im Text ohne Einheit jeweils in Prozent 
zur  jeweils  auf  100 %  gesetzten  Kontrolle  angegeben.  Messergebnisse  für  Promotoraktivitäten 
















Muskelzellen  in  humanen  Endothelzellen  der  Nabelschnurvene  (HUVECs)  und  Nabelschnurarterie 
(HUAECs)  nachzuweisen,  wurden  Abschnitte  humaner  Nabelschnüre  in  Formalin  fixiert  und  in 
Paraffin  eingebettet.  Die  anschließende  immunhistochemische  Untersuchung  erfolgte  unter 
Verwendung spezifischer COUP‐TFII und α‐SMA Antikörper. Die DNA der Zellkerne wurden mit DAPI 
angefärbt.  Die  Abbildungen 3.1  und  3.2  zeigen  exemplarisch  das  Ergebnis  der  angefertigten 
fluoreszenzmikroskopischen Bilder. COUP‐TFII konnte ausschließlich  im Zellkern von Endothelzellen 
der Nabelschnurvene, jedoch nicht in Endothelzellen der Nabelschnurarterie nachgewiesen werden. 
Dabei  konnten  die  Endothelzellen  eindeutig  durch  die  Abwesenheit  einer  α‐SMA  Expression 
identifiziert werden.  Zusätzlich  konnte  COUP‐TFII  im  Zellkern  von  α‐SMA  exprimierenden  glatten 




















Die  Endothelzellen  der  humanen  Nabelschnurvene  (HUVECs)  zeigten  bei  der  im  Abschnitt 3.1.1 
dargestellten  immunhistochemischen  Untersuchung  eine  hohe  Expression  von  COUP‐TFII.  Dies 
konnte  durch  die  Analyse  der  COUP‐TFII  mRNA‐Expression  durch  Real‐Time  PCR  und  die 
Untersuchung der COUP‐TFII Protein‐Expression durch Western Blot Analyse  in kultivierten HUVECs 
bestätigt  werden.  In  der  Abbildung 3.3  ist  die  mRNA‐  und  Protein‐Expression  von  COUP‐TFII  in 
HUVECs,  humanen  Endothelzellen  der  Koronararterie  (HCAECs)  und  HUAECs  dargestellt.  Die 
Expression  von  COUP‐TFII  wurde  auf  die  Expression  von  HPRT1  (mRNA‐Expression)  oder  GAPDH 
(Protein‐Expression) normiert und auf die Expression in HUVECs bezogen. In HCAECs zeigte COUP‐TFII 
eine nachweisbare, jedoch signifikant niedrigere mRNA‐ und Protein‐Expression gegenüber HUVECs. 
In  HUAECs  konnte  eine  gegenüber  HUVECs  und  HCAECs  signifikant  niedrigere  COUP‐TFII mRNA‐
Expression  nachgewiesen werden  (HUVEC:  100±9,  HCAEC:  51±7,  HUAEC:  0,6±0,1).  Die  COUP‐TFII 
Protein‐ Expression war in HCAECs signifikant niedriger, als in HUVECs. In HUAECs war eine COUP‐TFII 
Protein‐Expression nicht nachweisbar  (HUVEC: 100±7, HCAEC: 40±15).  Im Resultat wurde  in beiden 

















des  COUP‐TFII‐Translationsstartpunktes  durch  Long  Range  PCR  amplifiziert  und  über  den 
pCRII‐TOPO Vektor  in  den  pGL4.10[luc2] Vektor  kloniert.  Die  klonierte  Sequenz  enthält 
stromaufwärts des Translationsstartpunktes 2,5 kb postulierte Promotorsequenz und 1,4 kb 5'‐UTR 
bestehend  aus  Exon 1  (443 bp),  Intron 1  (808 bp)  sowie  dem  untranslatierten  5'‐Ende  des  Exon 2 
(141 bp).  Der  klonierte  Promotor  erhielt  die  Bezeichnung  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotor.  Die 
Angabe  bezieht  sich  dabei  auf  die  Position  des  Bereiches  relativ  zum  putativen 
mRNA‐Transkriptionsstart  (ATG = Position +1392).  Abbildung 3.4  zeigt  die  Basalaktivität  des 
‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors  24 h  nach  der  Transfektion  des  Plasmids  in  HUVECs,  HCAECs, 
bovine  Endothelzellen  der  Aorta  (GM‐7373)  und  HEK 293T  Zellen,  bezogen  auf  die  Aktivität  des 
promotorlosen  Reportergen‐Vektors  pGL4.10[luc2].  Zur  Normalisierung  der  Transfektionseffizienz 
wurde  der  konstitutiv  aktive  Co‐Reporter  pGL4.74[hRluc/TK]  zeitgleich mit  transfiziert.  Gemessen 
wurde  die  Promotoraktivität  durch  Dual‐Luciferase  Reporter  Assay.  Der  ‐2518/+1392 COUP‐TFII 
Promotor  zeigte  in allen  vier Zelltypen eine  signifikant höhere  relative  Luciferase‐Aktivität, als der 
pGL4.10[luc2]  Vektor  im  jeweiligen  Zelltyp  (HUVEC: 2,94±0,36, n=9;  HCAEC: 2,39±0,53, n=6; 
GM‐7373: 4,55±0,22, n=14;  HEK 293T: 13,30±1,23, n=22).  Transfektionsexperimente  mit  HUAECs 
verliefen  trotz  Verwendung  verschiedener  Transfektionsreagenzien  nicht  erfolgreich.  Auch  die 
Verwendung des pGL3‐Control Vektors mit konstitutiv aktivem SV40 Promotor führte 24 h nach der 
Transfektion nicht zu einer messbaren Luciferase‐Aktivität  in HUAECs. Demzufolge konnte keine für 
Reportergenassays  ausreichende  Transfektionseffizienz  in  HUAECs  erzielt  werden.  Durch  stark 
unterschiedliche  Transfektionseffizienzen  der  verschiedenen  Zelltypen  kommt  es  nach  der 
Normalisierung  der  pGL4.10[luc2]  Luciferase‐Aktivität  auf  die  Aktivität  des  Co‐Reporters 
pGL4.74[hRluc/TK]  nicht  zu  einem  proportionalen  Verhältnis  zwischen  der  relativen  Luciferase‐
Aktivität des promotorlosen pGL4.10[luc2] Vektors und der Transfektionseffizienz. Eine  statistische 











Durch  den  Einsatz  verschiedener  Restriktionsendonukleasen  konnten  die  in  Abbildung 3.5 
dargestellten  Deletionskonstrukte  subkloniert  werden.  Die  Verkürzungen  betreffen  bei  allen 
Promotor‐Fragmenten  nur  den  2,5 kb  langen  putativen  Promotorabschnitt  des  ‐2518/+1392 
COUP‐TFII Promotors.  Alle  Deletionskonstrukte  beinhalten  nach  wie  vor  das  Exon 1  (E1, 443 bp), 
Intron 1  (I1, 808 bp)  sowie  das  untranslatierte  5'‐Ende  von  Exon 2  (E2, 141 bp).  Die  einzelnen 







Primäre  Zellen  sind  schwer mit  reproduzierbarer  Effizienz  transfizierbar.  Für  die  Bestimmung  der 
Basalaktivität  der  COUP‐TFII  Promotor Deletionskonstrukte wurde  aus  diesem Grund  die  humane 
Zelllinie  HEK 293T  verwendet.  Nach  Transfektion  (24 h)  der  fünf  COUP‐TFII  Promotor 
Deletionskonstrukte  wurde  ihre  Aktivität  sowie  die  des  pGL4.10[luc2]  Vektors  gemessen.  Die 
jeweilige  Transfektionseffizienz  wurde  über  die  Aktivität  des  Co‐Reporters  pGL4.74[hRluc/TK] 
normalisiert.  Die  so  erhaltenen  relativen  Aktivitäten  wurden  auf  die  Aktivität  des  ‐2518/+1392 
COUP‐TFII Promotors  bezogen.  Abbildung 3.6 A  zeigt  die  Basalaktivität  der  COUP‐TFII  Promotor 
Deletionskonstrukte  in HEK 293T  Zellen. Gegenüber dem  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotor  zeigten 





Die Konstrukte  ‐1602/+1392 und  ‐791/+1392  zeigten  sich gegenüber dem  ‐35/+1392 Konstrukt als 
signifikant  erhöht. Die  signifikant  höhere Aktivität  des  ‐235/+1392  Konstruktes  konnte  in HUVECs 
verifiziert werden  (2,00±0,18).  Beide  transfizierten  Konstrukte  (‐2518/+1392,  ‐235/+1392)  zeigten 





























COUP‐TFII  spielt  eine  essentielle  Rolle  im  Glukosemetabolismus.  In  diesem  Abschnitt  werden 






Die  Bindung  von  Insulin  an  den  Insulin‐Rezeptor  führt  in  Insulin‐sensitiven  Geweben  zur 
Phosphorylierung und somit Aktivierung der Proteinkinase B (AKT) an der Aminosäure Serin(473). Die 
Phosphorylierung  von  AKT  führt  zur  Rekrutierung  des  Glukosetransporters  GLUT4  an  die 
Plasmamembran  und  reguliert  so  die  bedarfsgerechte  Glukoseaufnahme  der  Zelle.  Neben  der 
Aktivierung des AKT‐Signalweges durch Insulin ist das Expressionsmuster der Glukosetransporter und 
des  Insulin‐Rezeptors ein weiterer wichtiger Aspekt des endothelialen Glukosemetabolismus. Daher 
wurde  mittels  semiquantitativer  RT‐PCR  die  mRNA‐Expression  der  Glukosetransporter  GLUT1, 
GLUT3, GLUT4, GLUT6 und GLUT10 und des  Insulin‐Rezeptors  in  kultivierten HUVECs und HUAECs 
untersucht  (Abb. 3.7).  In beiden Zelltypen konnte die mRNA‐Expression von GLUT1, GLUT3, GLUT6 
und  GLUT  10  nachgewiesen  werden.  Die  mRNA‐Expression  von  GLUT4  konnte  dagegen  nicht 






















In Abschnitt 3.2.1 wurde gezeigt, dass der  Insulin‐Rezeptor  sowohl  in HUVECs, als auch  in HUAECs 
exprimiert  ist.  Um  die  Funktionalität  des  Insulin‐Rezeptor/AKT‐Signalweges  in  Endothelzellen 
nachzuweisen,  wurden  HUVECs  nach  Stimulation  für  60 Minuten  mit  5 oder 1000 nM Insulin  in 
Kombination  mit  25 mM  Glukose  (HG)  untersucht.  Vor  der  Stimulation  wurden  die  Zellen  für 
60 Minuten  in  einem Glukose‐freien Medium  (Glukose‐Resting = 0 mM Glukose, 60 Min.)  inkubiert. 
Nach  der  Stimulation  wurde  die  Phosphorylierung  von  AKT  an  Serin(473)  mittels  Western  Blot 
Analyse untersucht.  Zur Auswertung wurde der Anteil  an  Serin(473) phosphorylierter AKT  auf die 
Gesamtprotein‐Expression  von  AKT  normiert  und  auf  unstimulierte  Kontrollen  bezogen  (5,5 mM 
Glukose, 0 nM Insulin, kein Glukose‐Resting). Die Stimulation von HUVECs mit 25 mM Glukose alleine 
führte zu keiner signifikanten Phosphorylierung von AKT an Serin(473) (Abb. 3.8 A). Die Stimulation in 
Kombination  mit  5 nM  oder  1000 nM  Insulin  führte  zu  einer  signifikanten,  stark  erhöhten 
Phosphorylierung von AKT an Serin(473) (0 Min. HG: 177±35, 60 Min. HG: 198±52, 60 Min. HG +5 nM 
Insulin: 1161±509, 60 Min. HG + 1000 nM Insulin: 1859±854). 
Die  Aktivierung  von  AKT  nach  Insulinstimulation  könnte  über  die  Phosphoinositid‐3‐Kinase  (PI3K) 
erfolgen. Die PI3K kann durch den  Inhibitor  LY294002  selektiv gehemmt werden. Diese Hemmung 
sollte  daher  die  Phosphorylierung  und  somit  die  Aktivierung  von  AKT  nach  Insulinstimulation 










3.2.3 Expression  von  COUP‐TFII  nach  Stimulation  mit  Insulin  und  Glukose  in  venösen 
Endothelzellen 
 
Wie  in Abschnitt 3.1.2  gezeigt, weisen HUVECs eine hohe COUP‐TFII Expression  auf. Da COUP‐TFII 
eine essentielle Rolle im Glukosemetabolismus unterschiedlicher Zellen spielt, sollte hier untersucht 
werden, ob die Expression von COUP‐TFII durch Stimulation mit 25 mM Glukose in Kombination mit 
oder  ohne  5 nM  Insulin  reguliert  wird.  Dazu  wurden  HUVECs  nach  60 Minuten  Glukose‐Resting 
(0 Min. HG)  für 15, 60, 120 und 240 Minuten  stimuliert. Nach der  Stimulation wurde die nukleäre 
COUP‐TFII  Protein‐Expression  durch Western  Blot  Analysen  untersucht.  Die  COUP‐TFII  Expression 
wurde  auf  die  Protein‐Expression  der  Zellkern‐Lamina  Proteine  Lamin A/C  normiert  und  auf  nicht 
stimulierte  Kontrollen  (5,5 mM  Glukose,  0 nM  Insulin,  kein  Glukose‐Resting)  bezogen  (Abb.  3.9). 
COUP‐TFII  zeigte nach  60,  120 und  240 minütiger  Stimulation mit  25 mM Glukose  eine  signifikant 
gesteigerte  Expression.  Diese  Induktion  war  unabhängig  von  der  Stimulation  mit  5 nM  Insulin 
(0 Min. HG: 95±33,  15 Min. HG: 95±25,  15 Min. HG + 5 nM Insulin: 106±35,  60 Min. HG: 248±46, 
60 Min. HG + 5 nM  Insulin: 232±20,  120 Min. HG: 479±184,  120  Min. HG + 5  nM Insulin: 437±182, 
240 Min. HG: 935±382,  240 Min. HG + 5 nM Insulin: 1392±687).  Kontrollexperimente  mit  25 mM 
L‐Glukose  führten  zu  keiner  signifikanten  Induktion  der  COUP‐TFII  Expression  gegenüber  der 












Die  Inkubation  von  HUVECs  mit  50 µM  des  Phosphoinositid‐3‐Kinase  (PI3K)  Inhibitors  LY294002 
führte  zu  einer  vollständigen  Inhibition  der  AKT‐Phosphorylierung  an  Serin(473)  (Abb. 3.8 B).  Im 
Gegensatz dazu führten Stimulationsversuche in Kombination mit 50 µM des PI3K Inhibitor LY294002 
für  die  Dauer  von  60 Minuten  zu  keiner  Inhibition  der  Glukose‐induzierten  COUP‐TFII  Expression 

























Kombination mit  oder  ohne  5 nM  Insulin  analysiert.  HUVECs  wurden  nach  60 Minuten  Glukose‐
Resting  für  15  und  60 Minuten  stimuliert.  Nach  der  Stimulation  wurde  die  nukleäre  und 
zytoplasmatische COUP‐TFII Protein‐Expression durch Western Blot Analysen untersucht. Als Marker 
für  das  nukleäre  Protein‐Kompartiment  wurden  die  Zellkern‐Lamina  Proteine  Lamin A und C 
(Lamin A/C)  verwendet.  GAPDH  wurde  als  Marker  für  das  zytoplasmatische  Kompartiment 
verwendet.  Abbildung 3.11  zeigt  die  klare  Trennung  der  Kompartimente  nach  der  fraktionierten 

















Die Expression von Adhäsionsmolekülen  ist von  funktioneller Wichtigkeit  für Endothelzellen, da sie 
induzierbar  den  Kontakt  zwischen  dem  Gefäßendothel  und  Leukozyten  vermittelt.  Das 
Adhäsionsmolekül  E‐Selektin  spielt  eine  entscheidende  Rolle  während  der  Migration  und 
Akkumulation  von  Leukozyten  im  Rahmen  von  Entzündungsprozessen  des  Gefäßendothels.  Bei 
diesem  Prozess  spielt  es  vor  allem  eine  wichtige  Rolle  während  der  ersten  Kontaktvermittlung 
zwischen  Leukozyt  und  Endothelzelle.  Langfristig  (> 24 h)  hohe  Glukosespiegel  können  bei 
Endothelzellen  zu  einer  gesteigerten  Expression  von  Adhäsionsmolekülen  führen.  Daher  wurden 
HUVECs für 24 und 48 h, HUAECs für 24, 48 und 72 h mit 25 mM Glukose  in Kombination mit 5 nM 
Insulin  stimuliert. Anschließend wurde  die mRNA‐Expression  von  E‐Selektin mittels Real‐Time  PCR 
bestimmt,  auf  die  mRNA‐Expression  von  HPRT1  normalisiert  und  auf  unstimulierte  Kontrollen 
(5,5 mM Glukose, 0 nM  Insulin) bezogen  (Abb. 3.12). Die Stimulation mit 25 mM Glukose  führte  in 
HUVECs  nach  48 h  zu  einer  signifikanten,  Insulin‐unabhängigen  Induktion  der  E‐Selektin  mRNA‐
Expression  (24 h HG: 137±18,  24 h HG + 5 nM Insulin: 71±20,  48 h HG: 337±14*,  48 h HG  + 5 nM 
Insulin: 262±13*). Die Stimulation für 24 h mit 25 mM Glukose  in Kombination mit erhöhter Insulin‐
Dosis (50 nM)  (108±21) und 48 h (305±21*) zeigte ebenfalls keine von  Insulin abhängige Steigerung 
der  Expression  von  E‐Selektin.  Statistik:  One  Way  Anova  (*p < 0,05  vs.  48 h  Kontrolle  5,5 mM 
Glukose, n=6). 
Die Stimulation von arteriellen Endothelzellen mit 25 mM Glukose führte nach 24 und 48 h zu keiner, 
nach  72 h  jedoch  ebenfalls  zu  einer  signifikanten,  Insulin‐unabhängigen  Steigerung  der  E‐Selektin 
mRNA‐Expression.  Statistik:  One  Way  Anova  (24 h HG: 95±21,  24 h HG + 5 nM Insulin: 137±16, 
24 h HG  + 50 nM Insulin: 97±11,  48 h HG: 120±24,  48 h HG+ 5 nM Insulin: 75±13,  48 h HG + 50 nM 












3.2.7 Expression  des  Insulin‐Rezeptors  in  venösen  Endothelzellen  nach  Langzeitstimulation  mit 
Glukose 
 
Die basale mRNA‐Expression des  Insulin‐Rezeptors  (INSR)  in Endothelzellen wurde  in Abbildung 3.7 
gezeigt. Die Stimulation mit 25 mM Glukose  führte  in HUVECs  zu einer  signifikanten  Induktion der 
INSR  mRNA‐Expression  nach  24 h (227±18*;  *p < 0,05  vs.  24 h  Kontrolle  5,5 mM  Glukose,  0 nM 
Insulin).  Im  Gegenteil  dazu  führte  die  Stimulation  mit  25 mM  Glukose  in  Kombination  mit 
5 nM (97±6#)  oder  50 nM  (95±11#,  #p < 0,05  vs.  24 h 25 mM  Glukose)  Insulin  nicht  zu  einer 
gesteigerten  Expression  der  Insulin‐Rezeptor  mRNA.  Nach  48 h  führte  keine  der  gewählten 
Stimulationsbedingungen  zu  einer  Regulation  des  Insulin‐Rezeptors  (48 h HG: 122±10, 
48 h HG + 5 nM  Insulin:  118±10,  48 h HG + 50 nM  Insulin: 145±12).  Der  Nachweis  der  mRNA‐
Expression erfolgte mittels Real‐Time PCR. Abgeglichen wurde auf die mRNA‐Expression von HPRT1. 















In Abschnitt 3.2.3 wurde  eine  COUP‐TFI  Induktion  durch  kurzzeitige  Stimulation  (60‐240 Min.) mit 
Glukose gezeigt. Langzeitstimulationen mit 25 mM Glukose (HG) führten nach 24 und 48 h zu keiner 
Änderung  der  COUP‐TFII mRNA‐Expression  (24 h HG: 87±13,  24 h HG + 5 nM Insulin: 73±7,  24 h HG 
+ 50 nM Insulin: 83±6,  48 h HG: 78±13,  48 h HG + 5 nM Insulin: 87±6,  48 h HG + 50 nM Insulin: 
75±11). Nachweis und Auswertung der mRNA‐Expression erfolgte mittels Real‐Time PCR, wie unter 
Abschnitt 3.2.6  für E‐Selektin beschrieben, mit COUP‐TFII  spezifischen Primern.  Statistik: One Way 
Anova  (n=6).  Im  Gegensatz  zur  COUP‐TFII  mRNA‐Expression  wurde  der  COUP‐TFII  Proteingehalt 
durch Stimulation mit 25 mM Glukose  für 48 h signifikant reduziert  (24 h HG: 99±2, 24 h HG + 5 nM 
Insulin: 110±5, 48 h HG: 84±3*, 48 h HG +5 nM Insulin: 79±5*). Die Stimulation mit 25 mM Glukose in 























Zur  Überprüfung  der  Glukosekonzentration  (25 mM)  während  der  Langzeitstimulation  der  Zellen 
wurde  am  Ende  der  Stimulation  (24,  48  oder  72 h)  eine  Bestimmung  der  verbliebenen 
Glukosekonzentration  im  Medium  durchgeführt.  Hierfür  wurden  die  Überstände  der 
Stimulationsversuche mit  HUAECs  nach  der  Stimulation mit  25 mM  Glukose  in  Kombination mit 
5 oder 50 nM Insulin abgenommen und mittels OneTouch Ultra Blood Glucose Monitoring System die 
Glukosekonzentration  bestimmt.  Eine  Verringerung  der  Glukosekonzentration  im  Zeitrahmen  der 











in  Abschnitt 3.1.3  beschriebene  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotor  Konstrukt  verwendet.  Zur 
Untersuchung  der  Aktivitätsregulation  des  COUP‐TFII  Promotors  nach  Stimulation  mit  25 mM 




Luciferase  (pGL4.74[hRluc/TK])  zeitgleich  in die  Zellen  transfiziert.  Für die Auswertung wurden die 
ermittelten  relativen  Promotoraktivitäten  auf  die  Aktivität  des  ‐2518/+1392 COUP TFII Promotors 
24 h nach Kultivierung  in 5,5 mM Glukose bezogen. Die  Stimulation mit 25 mM Glukose  führte  zu 
einer  signifikanten  Verringerung  der  Aktivität  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors  (Abb. 3.15; 
0,69±0,04*, *P < 0,05 vs. ‐2518/+1392 COUP‐TFII, 5,5 mM, n=12). Um genauer definieren zu können, 
welcher DNA‐Bereich des ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors für die Verringerung der Aktivität durch 








3.2.12 Identifizierung  eines  Glucose  Response  Elements  durch  Deletionsanalyse  des  COUP‐TFII 
Promotors 
 
Im  Abschnitt 3.2.11  konnte  die  Repression  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors  durch  25 mM 
Glukose gezeigt werden. Die Verringerung der Aktivität des Promotors legt das Vorhandensein eines 
Glucose  Response  Elements  innerhalb  des  untersuchten  COUP‐TFII  Promotors  nahe.  Zur 
Identifizierung  einer  regulativen  Promotorsequenz  ist  vorher  die  Eingrenzung  der  Regulation  auf 
einen  überschaubaren  Sequenzbereich  vorteilhaft.  Die  in  Abschnitt 3.1.4  gezeigten 
Deletionskonstrukte  wurden  wie  beschrieben,  mit  25 mM  Glukose  stimuliert.  Die  Deletions‐
konstrukte  ‐1602/+1392 (5,5 mM: 1,24±0,03,  25 mM: 0,92±0,04),  ‐791/+1392 (5,5 mM: 1,35±0,15, 
25 mM: 0,79±0,05), ‐235/+1392 (5,5 mM: 1,93±0,04, 25 mM: 1,46±0,06) zeigten alle eine signifikante 











und  translationeller  Ebene  nach  Stimulation  von  Endothelzellen mit  Glukose  in  Kombination mit 
Insulin vorgestellt. Die kurzzeitige Stimulation von Endothelzellen mit Glukose führte zu einer starken 
Induktion der COUP‐TFII Expression. Die Langzeitstimulation führte hingegen zu einer Verminderung 
der  COUP‐TFII  Expression.  In  beiden  Fällen  war  die  Regulation  der  COUP‐TFII  Expression  durch 
Glukose  von  Insulin  unabhängig. Die  Induktion  nach  kurzzeitiger Glukosestimulation  konnte  nicht 
durch  Inhibition  der  PI3K  verhindert  werden.  Stimulationsversuche  mit  L‐Glukose  zeigten  keine 
Regulation der COUP‐TFII Expression. Eine osmotische Wirksamkeit der hohen Glukosekonzentration 








Eine  wichtige  Aufgabe  von  Endothelzellen  ist  die  Abgabe  von  Stickstoffmonoxid  (NO).  Die 
endotheliale NO‐Synthase (eNOS) katalysiert die Bildung von NO aus der Aminosäure L‐Arginin. Die 
durch  den  Blutfluss  verursachte  Schubspannung  stimuliert  die  Bildung  von  NO.  NO  aktiviert  die 
Bildung  von  cGMP  in  glatten  Gefäßmuskelzellen.  Dadurch  kommt  es  zur  Relaxation  der  glatten 





Produktion  hat  die  Ausbildung  einer  endothelialen  Dysfunktion  zur  Folge,  die  als  Vorstufe  der 
Koronararteriosklerose  gilt.  In  Abschnitt 3.2.6  dieser  Arbeit  konnte  die  Induktion  des  Adhäsions‐
moleküls  E‐Selektin durch Glukose  in  Endothelzellen  gezeigt werden.  Eine  verminderte  Expression 
von COUP‐TFII durch  Langzeitstimulation mit Glukose  konnte  in den Abschnitten 3.2.8, 3.2.11 und 
3.2.12  gezeigt  werden.  Im  folgenden  Abschnitt  soll  der  Zusammenhang  zwischen  verminderter 
COUP‐TFII Expression und erhöhter E‐Selektin Expression durch Verwendung von COUP‐TFII shRNA 
nachgewiesen werden.  Zudem werden Untersuchungen  zur  COUP‐TFII‐abhängigen  Regulation  von 
eNOS  und  der  NO‐Abgabe  von  Endothelzellen  vorgestellt.  Die  Regulation  der  Schubspannung‐












NO‐Synthase  sowie  ihren  Einfluss  auf  die  Expression  des  Adhäsionsmoleküls  E‐Selektin  und  der 
Glukosetransporter  GLUT1,  GLUT3,  GLUT6  und  GLUT10  zu  untersuchen,  wurden  HUVECs  mit 
lentiviralen  shRNA  Partikeln  gegen  COUP‐TFII  transduziert.  Zeitgleich  wurden  HUVECs  mit  einer 
shRNA‐Kontrolle (scrambled shRNA) transduziert. Die COUP‐TFII mRNA–Expression wurde 72 h nach 
der  Transduktion  mittels  Real‐Time  PCR  bestimmt  und  auf  die  mRNA‐Expression  von  HPRT1 
abgeglichen. Der Nachweis der COUP‐TFII Protein‐Expression erfolgte durch Western Blot Analysen. 
Dabei wurde GAPDH als Ladekontrolle genutzt. Bezogen wurden mRNA‐ und Protein‐Expression auf 
nicht  transduzierte Kontrollen. Die Verwendung der COUP‐TFII shRNA  führte  zu einer  signifikanten 
Verringerung  der  COUP‐TFII  mRNA‐ (62±6)  und  Protein‐Expression (23±8).  Die  Verwendung  der 















mRNA‐ (190±10)  und  Protein‐Expression (144±12)  signifikant  induziert  (Abb. 3.17).  Die  mRNA‐ 
Expression  der  Glukosetransporter  GLUT1 (226±9),  GLUT3 (194±6)  und  GLUT10 (213±16)  zeigten 
ebenfalls  eine  signifikante  Erhöhung.  GLUT6  zeigte  keine  erhöhte  mRNA‐Expression  (128±7). 
Dagegen wurde eine signifikant verminderte mRNA‐Expression von E‐Selektin nachgewiesen (60±4). 
Die  mRNA‐Expression  wurde  mittels  Real‐Time  PCR,  die  Protein‐Expression  durch  Western  Blot 
Analysen nachgewiesen  (72 h nach der Transduktion). Die mRNA‐Expression wurde auf HPRT1, die 


















Plattenkegel‐Viskometer‐Apparatur  wurde  konfluenten  GM‐7373  Endothelzellen  (bovine 
Endothelzellen  der  Aorta)  für  24 h  30 dyn/cm2  turbulente,  laminare  oder  oszillatorische 
Schubspannung  appliziert.  In  den  nachfolgenden  Abschnitten  der  Arbeit wird  die  Regulation  des 
HEY2  und  COUP‐TFII  Promotors  durch  Schubspannung  beschrieben.  Voraussetzung  für  diese 
Versuche war eine gute Transfizierbarkeit der verwendeten Endothelzellen. Aus diesem Grund wurde 
anstatt primärer Endothelzellen für alle Schubspannungsexperimente die GM‐7373 Endothelzelllinie 
verwendet.  Neben  der  Transfizierbarkeit  war  die  spezifische  physiologische  Antwort  von 
Endothelzellen auf die Applikation von Schubspannung ein notwendiges Kriterium  für die Auswahl 
der Zelllinie. Daher wurde  in  initialen Messungen die NO‐Abgabe  in den Zellkulturüberstand, direkt 
nach der Stimulation, durch die Griess‐Reaktion bestimmt. Die Stimulation mit 30 dyn/cm2 laminarer 
(4,48±0,32 µM)  oder  oszillatorischer  (4,89±0,58 µM)  Schubspannung  führte  zu  einer  signifikant 
erhöhten  NO‐Abgabe  gegenüber  der  statischen  Kontrolle  (1,65±0,20 µM)  und  gegenüber  der 












3.3.4 Einfluss  von  COUP‐TFII  auf  die  schubspannungsinduzierte  NO‐Abgabe  von  bovinen 
Endothelzellen der Aorta 
 
Um  den  Einfluss  von  COUP‐TFII  auf  die  in  Abbildung 3.18  dargestellte  schubspannungsinduzierte 
NO‐Abgabe  zu  untersuchen,  wurden  GM‐7373  Endothelzellen  mit  einem  lentiviralen  COUP‐TFII 
Überexpressionsvektors transduziert. Nach der Transduktion wurden die Zellen dreimal nach jeweils 
zwei  Tagen  passagiert.  Die  Überexpression  von  COUP‐TFII  konnte mittels Western  Blot  Analysen 
(Abb. 3.19 A) und  Immunhistochemie nachgewiesen werden. Als Western Blot Ladekontrolle diente 
GAPDH. Die  fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen  zeigen  neben  der Überexpression  zudem  die 
korrekte Lokalisierung von COUP‐TFII  (rot)  im mit DAPI  (blau) angefärbten Zellkern  (Abb. 3.19 C‐H). 
Eine endogene bovine COUP‐TFII Expression konnte mittels des verwendeten COUP‐TFII Antikörpers 
durch  beide  Nachweisverfahren  nicht  nachgewiesen  werden.  Die  Applikation  von  30 dyn/cm2 
laminarer  Schubspannung  für  24 h  führte  auch  in  COUP‐TFII  überexprimierenden  GM‐7373 
Endothelzellen  zu  einer  signifikant  erhöhten  NO‐Abgabe  gegenüber  der  statischen  Kontrolle.  Die 
Überexpression  von  COUP‐TFII  führte  dabei  zusätzlich  zu  einer  signifikanten  Erhöhung  der  NO‐
Abgabe (6,20±0,51 µM) gegenüber untransduzierten Kontrollen (4,48±0,32 µM) nach Stimulation mit 
30 dyn/cm2  laminarer  Schubspannung.  Die  NO‐Abgabe  von  nicht  stimulierten  COUP‐TFII 
überexprimierenden  Zellen  (1,77±0,19 µM)  zeigte  keine  Änderung  gegenüber  untransduzierten 













Expression  in  humanen  Endothelzellen  gezeigt.  Die  geänderte  NO‐Abgabe  von  bovinen 
Endothelzellen  der  Aorta  nach  Überexpression  von  COUP‐TFII  ist  in  Abschnitt 3.3.4  gezeigt. 
Veränderungen  der  lokalen,  biomechanischen  Kräfte  begünstigen  die  Entstehung  und  Progression 
von Arteriosklerose. Besonders kritisch sind hohe und ungleichmäßige  (turbulente) Strömungen  im 
Bereich  von  Bifurkationen.  Die  Verminderung  der  NO‐Abgabe  durch  die  Simulierung  turbulenter 
Strömungsbedingungen ist in Abschnitt 3.3.3 gezeigt. Eine Möglichkeit zur Regulation der NO‐Abgabe 
bei  Änderungen  der  Strömungsbedingungen  im  physiologischen  Kontext  könnte  somit  über  die 
Regulation  der  COUP‐TFII  Promotoraktivität  erfolgen. Daher wurden GM‐7373  Endothelzellen mit 
dem  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotor  transfiziert.  24 h  nach  der  Transfektion  wurden  die 
konfluenten Zellkulturen für weitere 24 h mit 30 dyn/cm2 turbulenter, laminarer oder oszillatorischer 
Schubspannung  stimuliert. Die Aktivität  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors wurde  durch Dual‐
Luciferase  Reporter  Assay  bestimmt,  die  Transfektionseffizienz  auf  die  Aktivität  des  Co‐Reporters 
pGL4.74[hRluc/TK]  abgeglichen  und  die  erhaltenen  relativen  Aktivitäten  auf  die  Aktivität  des 
‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors  in  zeitgleich  mitgeführten  statischen  Kontrollen  bezogen.  Die 
Stimulation mit oszillatorischer Schubspannung führte zur signifikanten Repression des ‐2518/+1392 
COUP‐TFII Promotors (0,77±0,04).  Die  Stimulation  mit  laminarer (0,96±0,07)  oder  turbulenter 













vermindert.  Die  verringerte  Expression  von  COUP‐TFII  führte  zu  einer  signifikanten  Erhöhung  der 
eNOS  Expression. Diese  ist höchstwahrscheinlich  verantwortlich  für die  signifikante Verminderung 
der  E‐Selektin  Expression  nach  Herabregulation  von  COUP‐TFII.  Durch  die  Anwendung  einer 
Plattenkegel‐Viskometer‐Apparatur  konnte  der  Einfluss  verschiedener  Strömungsbedingungen  auf 
Endothelzellen  simuliert werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die NO‐Abgabe entscheidend 
von den Strömungsbedingungen und Scherkräften abhängig  ist. Die Stimulation mit  laminarer oder 







Venöse  und  arterielle  Endothelzellen  zeigen  eine  differentielle  Expression  verschiedener 
Markergene. NOTCH1, DLL4, HEY1 und HEY2 sind Mitglieder des NOTCH‐Signalweges. Sie alle werden 
stärker  in  den  Endothelzellen  der  Arterien,  als  in  denen  der  Venen  transkribiert.  Venöse 
Endothelzellen  hingegen  exprimieren  verstärkt  den  Transkriptionsfaktor  COUP‐TFII.  Eine  Unter‐
brechung des NOTCH‐Signalweges  führt zum Verlust der genetischen arteriellen  Identität und zum 
Anstieg  der  Expression  von  COUP‐TFII.  Dies  macht  den  NOTCH‐Signalweg  zu  einem  zentralen 
Regulator  arteriovenöser  Identität.  Der  genaue  Mechanismus  der  Aktivierung  des  NOTCH‐
Signalweges  ist  jedoch  noch  unbekannt.  Im  folgenden Abschnitt  stehen Untersuchungen  zu  einer 
möglichen  Interaktion zwischen COUP‐TFII und HEY2  im Mittelpunkt. Um diese Untersuchungen zu 
ermöglichen,  wurden  NOTCH1 intrazelluläre Domäne  (NICD)  und  COUP‐TFII  überexprimierende 
Zellen  hergestellt.  Neben  Analysen  der  durch  die  Überexpression  möglicherweise  geänderten 






HEY2  und  CD44  gelten  als  arterielle  Markergene.  FOXC1  bindet  an  den  Promotor  des  NOTCH‐
Liganden DLL4. Die Expression von HEY2, CD44 und FOXC1 wurde  in HUAECs, HCAECs und HUVECs 
untersucht. Die mRNA‐Expression  der  drei Gene wurde mittels  Real‐Time  PCR  nachgewiesen. Die 
Expression  von  HPRT1  diente  als  Ladekontrolle,  bezogen  wurde  die  jeweilige  Expression  auf  die 
mRNA‐Expression  in HUAECs. Die Protein‐Expression von HEY2 wurde durch Western Blot Analysen 
nachgewiesen. Als Ladekontrolle wurde GAPDH detektiert. Die Analyse der HEY2 und CD44 mRNA‐
Expression  zeigte  das  erwartete  arterielle  Expressionsmuster  (Abb. 3.21 A+B).  Beide  Gene wiesen 
eine hohe mRNA‐Expression  in HUAECs auf. HEY2 hatte  in HUAECs  (100±8) eine signifikant höhere 
Expression gegenüber HCAECs (34±9) und HUVECs (1,2±0,4). Die HEY2 mRNA‐Expression  in HCAECs 
zeigte  sich ebenfalls gegenüber HUVECs  signifikant erhöht. Die mRNA‐Expression von CD44 war  in 
HCAECs  (192±42) signifikant höher gegenüber HUAECs  (100±11). HUAECs und HCAECs zeigten eine 
signifikant  höhere  CD44  mRNA‐Expression  im  Vergleich  zu  HUVECs  (18±7).  Die  FOXC1  mRNA‐
Expression war in HUVECs am höchsten (Abb. 3.21 D, 637±114). Signifikant erhöht war diese sowohl 





von  drei  unterschiedlichen Microarray‐Experimenten,  die  innerhalb  der  Arbeitsgruppe  von  Herrn 
Dr. rer. nat. W. Göttsch durchgeführt wurden, zeigen für FOXC1 ebenfalls eine höhere Expression  in 
HUVECs  gegenüber  HUAECs.  HEY2  zeigte  in  HUAECs  ebenfalls  eine  gut  nachweisbare  Protein‐
Expression. Die Protein‐Expression in HCAECs und HUVECs lag jedoch unterhalb der Detektionsgrenze 















Für  die Untersuchung  der HEY2  Promotoraktivität wurden  2,3 kb  genomische DNA  stromaufwärts 
des  HEY2‐Translationsstartpunktes mittels  Long‐Range PCR  amplifiziert  und  über  den  pCRII‐TOPO 





in HCAECs, GM‐7373, HUVECs  und HEK 293T  Zellen,  bezogen  auf  die Aktivität  des  promotorlosen 
pGL3‐Basic Vektors dargestellt. Zur Normalisierung der Transfektionseffizienz wurde der konstitutiv 
aktive  Co‐Reporter  pGL4.74[hRluc/TK]  zeitgleich  mit  transfiziert.  Der  ‐2132/+194 HEY2 Promotor 
zeigte  in beiden arteriellen Zelltypen eine signifikant höhere relative Luciferase‐Aktivität gegenüber 
dem  pGL3‐Basic  Vektor  (HCAEC: 4,24±0,38,  GM‐7373: 18,06±0,94).  In  venösen  Zellen  zeigte  der 

















Die  Interaktion  der NOTCH‐Liganden DLL1, DLL3, DLL4,  JAG1  und  JAG2 mit  einem  der NOTCH1‐4 
Rezeptoren  führt  zur  Abspaltung  der  NOTCH intrazellulären Domäne  (NICD)  des  Rezeptors.  Diese 
wandert  in  den  Zellkern  und  aktiviert  dort  zusammen mit  dem  Transkriptionsfaktor  RBP‐JК  unter 
anderem die NOTCH‐Zielgene HEY1 und HEY2. Ein Großteil der Experimente  zur Untersuchung der 
Regulation  der  HEY2  Promotoraktivität  wurde  auf  Grund  der  limitierten  Zellverfügbarkeit  und 
schlecht  zu  reproduzierenden  Transfizierbarkeit  humaner  Endothelzellen  in  der  humanen  Zelllinie 
HEK 293T durchgeführt. Für die Auswahl des Modellorganismus zur Untersuchung der Regulation des 
HEY2  Promotors war  die  Aktivierbarkeit  des  NOTCH‐Signalweges  von  entscheidender  Bedeutung. 
HEK 293T Zellen wurden dazu mit einem  lentiviralen Vektor  für die NOTCH1 intrazelluläre Domäne 
(NICD‐GFP)  transduziert.  24 h  nach  der  Transduktion  wurde  die  Transduktionsrate  durch  FACS‐
Analyse  bestimmt  (Abb. 3.23 A+B).  In  88±1 %  der  Zellen  konnte  die  Expression  von  GFP 
nachgewiesen werden (n=2). Die Abbildung 3.23 C‐H zeigt den fluoreszenzmikroskopischen Nachweis 
der GFP (grün) Expression nach Transduktion. Der Zellkern wurde mit dem DNA‐Farbstoff DAPI (blau) 
angefärbt.  Vor  dem  Nachweis wurden  die  Zellen  dreimal,  nach  jeweils  zwei  Tagen  passagiert.  In 
untransduzierten  HEK 293T  Zellen  konnte  keine  Expression  von  GFP  nachgewiesen  werden 











Die  Analyse  der  mRNA‐  und  Protein‐Expression  der  Gene  des  NOTCH‐Signalweges  erfolgte  zum 
selben  Zeitpunkt,  wie  der  fluoreszenzmikroskopische  Nachweis  der  NICD‐GFP  Überexpression. 
Nachgewiesen  wurde  die  mRNA‐Expression  durch  Real‐Time  PCR  (Abb. 3.24 A+C).  Normalisiert 
wurde  auf  die  Expression  von  HPRT1.  Die  HEY2  Protein‐Expression  wurde  durch  Western  Blot 
Analysen  nachgewiesen  und  auf  die  Expression  von  GAPDH  normalisiert  (Abb. 3.24 B).  Bezogen 
wurden die Expressionsanalysen auf die Expression  in nicht transduzierten Kontrollzellen. Die HEY2 
mRNA‐Expression  (100±7)  wurde  durch  Überexpression  der  NOTCH1  intrazellulären  Domäne 
signifikant  induziert  (1433±65). HEY1  (2076±104)  ist basal  in HEK 293T  Zellen  signifikant höher  als 
HEY2 exprimiert. Auch die HEY1 mRNA‐Expression wurde durch Überexpression der NICD signifikant 
erhöht  (3524±348).  Der  Nachweis  der  HEY2  Protein‐Expression  bestätigte  die  signifikant  erhöhte 
mRNA‐Expression  (Abb. 3.24 B, 200±39).  Weiterhin  wurde  der  Einfluss  der  Überexpression  der 
NOTCH1  intrazellulären  Domäne  auf  die  Expression  des  arteriellen NOTCH4  Rezeptors  analysiert. 
Dazu wurde die mRNA‐Expression von NOTCH4 durch Real‐Time PCR nachgewiesen. Im Vergleich mit 


















In  Abschnitt 3.4.2  wurde  die  Basalaktivität  des  HEY2  Promotors  in  Endothelzellen  und  HEK 293T 
Zellen  gezeigt.  Für  den  folgenden  Abschnitt  wurde  die  Aktivierbarkeit  des  ‐2132/+194 HEY2 
Promotors durch Überexpression der intrazellulären NOTCH1 Domäne untersucht. In Abschnitt 3.4.3 
konnte  gezeigt werden,  dass NOTCH‐Zielgene  in  HEK 293T  Zellen  durch  die  NICD Überexpression 
aktivierbar sind. Daher sind HEK 293T Zellen ein geeignetes Modell für die HEY2 Promotoranalysen. 
Exemplarische  Versuche  zur  Bestätigung  der  wichtigen  Ergebnisse  wurden  zusätzlich  in 
Endothelzellen  (GM‐7373  Zellen)  durchgeführt.  HEK 293T  und  lentiviral  NICD  überexprimierende 
HEK 293T  Zellen  wurden  mit  dem  ‐2132/+194 HEY2 Promotor  transfiziert.  Zur  Kontrolle  der 
spezifischen  Interaktion  mit  dem  ‐2132/+194 HEY2 Promotor  wurde  außerdem  die  Aktivität  des 
pGL3‐Control  Vektors  in  Kombination  mit  der  NICD  Überexpression  untersucht.  24 h  nach  der 
Transfektion  wurden  die  Aktivitäten  mittels  Dual‐Luciferase  Reporter  Assay  gemessen  und  die 
Transfektionseffizienz  auf  den  Co‐Reporter  pGL4.74[hRluc/TK]  normalisiert.  Bezogen  wurde  die 
jeweilige  relative  Aktivität  auf  die  in  untransduzierten  HEK 293T  Zellen  ermittelten  Promotor‐
aktivitäten. Die Aktivität des ‐2132/+194 HEY2 Promotors wurde in NICD überexprimierenden Zellen 
signifikant  induziert  (1,79±0,07).  Dagegen  wurde  die  Aktivität  des  pGL3‐Control  Vektors  nicht 
gesteigert  (Abb. 3.25 A).  Es  wurde  sogar  eine  signifikant  leicht  verringerte  Aktivität  gemessen 


























Die Basalaktivitäten  der  sechs  Promotor  Konstrukte des HEY2  Promotors  sind  in Abbildung 3.27 A 
gezeigt.  Der  Nachweis  erfolgte  wie  in  Abschnitt 3.44  beschrieben.  Die  relative  Aktivität  aller 
Promotor Deletionskonstrukte wurde auf die Aktivität des ‐2132/+194 HEY2 Promotors bezogen. Das 
‐1080/+194 (1,58±0,13)  Konstrukt  zeigte  gegenüber  allen  anderen  Konstrukten  die  signifikant 
höchste Aktivität. Das ‐418/+194 (1,00±0,10) Konstrukt zeigte gegenüber dem ‐2132/+194 Konstrukt 
keine  erhöhte  Aktivität,  jedoch  gegenüber  den  drei  kürzeren  Konstrukten.  Die  Aktivität  des 
‐54/+194 (0,42±0,04) Konstruktes war gegenüber dem ‐2132/+194 Konstrukt signifikant vermindert, 
gegenüber  den  beiden  kürzeren  Konstrukten  allerdings  signifikant  erhöht. Das Deletionskonstrukt 
‐6/+194 (0,18±0,01) wies gegenüber dem +92 (0,13±0,01) Konstrukt keine erhöhte Aktivität auf. Alle 
Deletionskonstrukte  zeigten  eine  signifikant  höhere  Aktivität  gegenüber  dem  promotorlosen 
pGL3‐Basic  Vektor  (0,01±0,002).  Die  für  die  starken  Aktivitätsunterschiede  des  Promotors 
verantwortlichen  Bindungsstellen  befinden  sich  vermutlich  im  Bereich  zwischen  ‐2132  und  ‐6  des 
‐2132/+194 HEY2 Promotors.  Zwischen  den  Positionen  ‐2132  und  ‐1080  scheinen  DNA‐Sequenz‐
Motive für die Bindung transkriptioneller Repressoren zu  liegen. Der Bereich zwischen ‐418 und ‐54 







durch  NICD  Überexpression:  ‐2132/+194 (+LV NICD: 1,79±0,07),  ‐1080/+194 (1,58±0,13,  +LV NICD: 
3,64±0,20),  ‐418/+194 (1,00±0,10,  +LV NICD: 2,62±0,15),  ‐54/+194 (0,42±0,04, +LV NICD: 1,37±0,13), 














Im geeigneten Zelltyp  führt die Stimulation mit VEGF  zur  Induktion des NOTCH‐Zielgens HEY2. Die 
GM‐7373  Endothelzellen  wurden  mit  dem  ‐2132/+194 HEY2  oder  dem  ‐2518/+1392 COUP‐TFII 
Promotor  transfiziert.  Anschließend  wurden  die  Zellen  mit  VEGF  (50 oder  500 ng/ml)  stimuliert. 
12 bis 24 h nach der Stimulation wurde die Promotoraktivität durch Dual‐Luciferase Reporter Assay 
gemessen  und  auf  den  Co‐Reporter  pGL4.74[hRluc/TK]  normalisiert.  Als  Bezugswert  diente  die 
unstimulierte,  relative  Aktivität  des  jeweiligen  Promotors  zum  angegebenen  Zeitpunkt.  Die 
Stimulation  mit  VEGF  für  24 h  (50 ng/ml)  verstärkte  die  ‐2132/+194 HEY2  Promotoraktivität 
signifikant (1,46±0,12). Die Stimulation mit 500 ng/ml VEGF für 24 h führte ebenfalls zur Steigerung 
der Aktivität  (1,45±0,03) gegenüber der Kontrolle.  In Bezug auf die Stimulation mit 50 ng/ml VEGF 
erfolgte  jedoch  keine  weitere  Steigerung  der  Aktivität  (Abb. 3.28 A).  Der  ‐2518/+1392 COUP‐TFII 
Promotor zeigte dagegen keine signifikant geänderte Aktivität nach Stimulation für 24 h mit 50 ng/ml 
(0,96±0,31)  oder  500 ng/ml  VEGF  (1,20±0,07).  Auch  nach  48 h  Stimulation  zeigte  sich  keine 
signifikante Änderung der Promotoraktivität (50 ng/ml VEGF: 1,00±0,02, 500 ng/ml VEGF: 1,01±0,02). 
Da VEGF in vielen Fällen zu kurzzeitigen Effekten führt, wurde für den COUP‐TFII Promotor zusätzlich 
eine  Stimulation  für  12 h  durchgeführt.  Doch  auch  die  Stimulation  für  12 h  mit  50 ng/ml  VEGF 
















Die  γ‐Sekretase  ist das verantwortliche Enzym  für die Abspaltung der  intrazellulären Domäne vom 
NOTCH Rezeptor.  Die  Verwendung  eines  γ‐Sekretase  Inhibitors  verhindert  die  proteolytische 
Abspaltung der intrazellulären Domäne und somit die Aktivierung des NOTCH‐Signalweges. Nach der 
Transfektion  des  ‐2132/+194 HEY2 Promotors  in  GM‐7373  Endothelzellen  wurde  der  NOTCH‐
Signalweg  für  24 h mit  2 µM GSI X  inhibiert. Gemessen wurde  die  Promotoraktivität mittels Dual‐
Luciferase Reporter Assay, normalisiert auf den Co‐Reporter pGL4.74[hRluc/TK] und bezogen auf die 
parallel  gemessene,  unstimulierte  Aktivität  des  Promotors.  Die  Aktivität  des  ‐2132/+194 












Um  die Rolle  von  COUP‐TFII  bei  der Aktivierung  des NOTCH‐Signalweges  untersuchen  zu  können, 
wurden HEK 293T Zellen mit einem lentiviralen COUP‐TFII Überexpressionsvektor transduziert. Nach 




COUP‐TFII  im  Zellkern  nachgewiesen  werden  (Abb. 3.30 A‐C).  Die  lentiviral  transduzierten  Zellen 
zeigten  eine  starke  Expression  von  COUP‐TFII  sowie  ebenfalls  die  korrekte  Lokalisierung  von 
COUP‐TFII  im mit DAPI angefärbten Zellkern (Abb. 3.30 D‐F). Zusätzlich konnte durch Real‐Time PCR 
und Western Blot Analysen die endogene Expression von COUP‐TFII nachgewiesen werden. Auch die 
COUP‐TFII  mRNA‐Expression  (481±45, endogen 100±10,  Abb. 3.30 G)  und  Protein‐Expression 































In  Abschnitt 3.4.2  wurde  die  Basalaktivität  des  HEY2  Promotors  in  Endothelzellen  und  HEK 293T 
Zellen  beschrieben.  Um  den  Einfluss  von  COUP‐TFII  auf  die  Aktivität  des  HEY2  Promotors  zu 
untersuchen,  wurden  die  mit  dem  lentiviralen  COUP‐TFII  Überexpressionsvektor  transduzierten 
HEK 293T Zellen und GM‐7373 Endothelzellen mit dem  ‐2132/+194 HEY2 Promotor  transfiziert. Der 
Nachweis  der  COUP‐TFII  Überexpression  wurde  im  Abschnitt 3.3.4  (Abb. 3.19)  für  GM‐7373,  im 
Abschnitt 3.4.8 (Abb. 3.30) für HEK 293T Zellen dargestellt. Zur Kontrolle der spezifischen Interaktion 
mit  dem  ‐2132/+194 HEY2 Promotor  wurde  außerdem  die  Aktivität  des  pGL3‐Control  Vektors  in 
Kombination mit der COUP‐TFII Überexpression untersucht. 24 h nach der  jeweiligen  Transfektion 
wurden  die  Aktivitäten  mittels  Dual‐Luciferase  Reporter  Assay  gemessen  und  die  Transfektions‐
effizienz  auf  den  Co‐Reporter  pGL4.74[hRluc/TK]  normalisiert.  Bezogen  wurde  auf  die  jeweilige 
Aktivität  in  untransduzierten  Zellen.  In  keinem  der  beiden  Zelltypen  zeigte  der  ‐2132/+194 
HEY2 Promotor  eine  signifikante  Aktivitätsänderung  (Abb. 3.32 A:  HEK 293T 1,07±0,08, n=13; 
GM‐7373 1,13±0,02, n=12).  Die  Aktivität  des  pGL3‐Control  Vektors  wurde  durch  die  COUP‐TFII 
Überexpression ebenfalls nicht beeinflusst (Abb. 3.32 B: 0,97±0,08, n=8; gezeigt  in HEK 293T Zellen). 
Die hohe Basalaktivität des  ‐2132/+194 HEY2 Promotors gegenüber dem promotorlosen pGL3‐Basic 
Vektor  in den beiden  verwendeten Zelltypen wurde bereits  im Abschnitt 3.4.2  (Abb. 3.22) gezeigt. 







Auch  die Analyse  der  sechs  in Abbildung 3.33  gezeigten Deletionskonstrukte  des HEY2  Promotors 
zeigte  keine  Regulation  der  HEY2  Promotoraktivität  durch  die  lentivirale  Überexpression  von 








Es  wurden  folgende  Aktivitäten  der  HEY2  Promotor  Deletionskonstrukte  24 h  nach  Transfektion 
ermittelt: ‐2132/+194 (+LV COUP‐TFII: 1,07±0,08), ‐1080/+194 (1,58±0,13, +LV COUP‐TFII: 1,74±0,12), 













legt  nahe,  dass  es  sich  bei  diesem  Transkriptionsfaktor  ebenfalls  um  ein  in  Endothelzellen 
arteriovenös  differentiell  exprimiertes  Gen  handelt.  Die  differentielle  Expression  von  HEY2  in 
Endothelzellen konnte auf transkriptioneller Ebene zusätzlich durch HEY2 Promotoranalysen gezeigt 
werden. Weiterhin wurden  in  dem  Abschnitt  Ergebnisse  zur  Funktion  des  NOTCH‐Signalweges  in 
HEK 293T  Zellen  dargestellt.  Die  Überexpression  der  intrazellulären  NOTCH1  Domäne  führte  zur 
Induktion des endogenen Levels der NOTCH‐Zielgene HEY1 und HEY2 in HEK 293T Zellen. In HEK 293T 
Zellen  durchgeführte  Reportergenassays  zeigten  ebenfalls  eine  deutliche  Aktivierung  des  HEY2 
Promotors durch die NOTCH1 intrazelluläre Domäne. Durch eine Deletionsanalyse konnte zudem der 
Bereich,  der  für  die Aktivierung  verantwortlichen DNA‐Sequenz‐Motive  stark  eingegrenzt werden. 
Zusammengefasst kann davon ausgegangen werden, dass der NOTCH‐Signalweg  in HEK 293T Zellen 
funktionsfähig und somit durch die Abspaltung der NOTCH1  intrazellulären Domäne aktivierbar  ist. 















HEY2  fungiert  in  Kombination  mit  GATA4  und  GATA6  als  transkriptioneller  Repressor  mehrerer 
Markergene von Kardiomyozyten. Die  Interaktion zwischen HEY2 und COUP‐TFII  ist Untersuchungs‐
gegenstand der  folgenden Abschnitte. Hypoxie vermindert  in einigen experimentellen Ansätzen die 









auf  die  endogene  COUP‐TFII  Expression  zu  untersuchen,  wurde  die  COUP‐TFII  Expression  nach 
lentiviraler  Überexpression  der  intrazellulären  NOTCH1  Domäne  bestimmt.  Die  Transduktion  der 
HEK 293T  Zellen  sowie der Nachweis der NICD Überexpression  ist  im Abschnitt 3.4.3 beschrieben. 
Nachgewiesen  wurde  die  mRNA‐Expression  durch  Real‐Time  PCR.  Normalisiert  wurde  auf  die 
Expression  von  HPRT1.  Die  COUP‐TFII  Protein‐Expression  wurde  durch  Western  Blot  Analysen 
bestimmt  und  auf  die  Expression  von GAPDH  normalisiert. Bezogen wurden  die  Expressionen  auf 











3.5.2 Regulation  des  COUP‐TFII  Promotors  durch  Überexpression  der  NOTCH1  intrazellulären 
Domäne 
 
Die  Überexpression  der  NOTCH1  intrazellulären  Domäne  (NICD)  führte,  wie  in  Abschnitt 3.4.3 
(Abb. 3.24)  gezeigt,  zur  Induktion  der NOTCH‐Zielgene HEY1  und HEY2  sowie  zur  Aktivierung  des 
‐2132/+194 HEY2 Promotors  (Abb. 3.25 A).  Zur  Untersuchung  des  Einflusses  der  Aktivierung  des 
NOTCH‐Signalweges  auf  die  COUP‐TFII  Promotoraktivität  wurden  HEK 293T  und  lentiviral  NICD 
überexprimierende HEK 293T  Zellen mit  dem  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotor  transfiziert. Neben 
der Regulation durch die Aktivierung des NOTCH‐Signalweges wurden als Kontrolle für die Spezifität 
dieser Regulation, HEK 293T Zellen nach lentiviraler Überexpression von COUP‐TFII selbst untersucht. 
Damit  konnte  zusätzlich  eine mögliche  Autoregulation  der  COUP‐TFII  Promotoraktivität  überprüft 
werden. Der Nachweis der  lentiviralen Überexpression von COUP‐TFII  ist  in Abbildung 3.30 gezeigt. 
Die Aktivität des Promotors wurde 24 h nach der Transfektion durch Dual‐Luciferase Reporter Assay 











Die  Aktivitäten  der  Deletionskonstrukte  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors  zeigten  keine 
Änderungen  nach  NICD  Überexpression  gegenüber  der  Aktivität  des  jeweiligen  Konstruktes  in 
untransduzierten  Zellen. Die  Ergebnisse  der Deletionsanalyse  sind  in Abbildung 3.35 B  dargestellt: 
‐1602/+1392 (1,24±0,08,  +LV NICD 1,40±0,07),  ‐791/+1392 (1,26±0,09,  +LV NICD 1,56±0,08), 
‐235/+1392 (2,16±0,09, +LV NICD 2,46±0,19), ‐35/+1392 (0,39±0,04, +LV NICD 0,41±0,01).  
Zur  Kontrolle  der  spezifischen  Regulation  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors wurde  außerdem 
die Aktivität des pGL3‐Control Vektors in Kombination mit der NICD oder COUP‐TFII Überexpression 






In  Abschnitt 3.5.1  (Abb. 3.34)  wurde  gezeigt,  dass  die  Aktivierung  des  NOTCH‐Signalweges  die 
endogene  Expression  von  COUP‐TFII  reduziert.  Im  Gegensatz  dazu wurde  in  Abschnitt 3.5.2  eine 
Induktion der COUP‐TFII Promotoraktivität nach Überexpression von NICD gezeigt. Daher  sollte  im 




des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors  transfiziert.  Als  Kontrolle  wurden  die  COUP‐TFII 
Deletionskonstrukte  in Kombination mit dem  für den pcHEY2 Überexpressionsvektor verwendeten 
pcDNA4 Grund‐Vektor  transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Aktivitäten mittels Dual‐
Luciferase  Reporter  Assay  gemessen  und  die  Transfektionseffizienz  auf  den  Co‐Reporter 
pGL4.74[hRluc/TK]  normalisiert.  Bezogen  wurden  die  erhaltenen,  relativen  Aktivitäten  auf  die 
Aktivität  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors  (Abb. 3.36 A).  Die  HEY2  Überexpression  führte  zu 
einer  signifikanten  Repression  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors  (+pcHEY2 0,64±0,04).  Die 
Aktivität  der  Deletionskonstrukte  ‐1602/+1392 (1,25±0,07,  +pcHEY2  0,68±0,03),  ‐791/+1392 
(1,27±0,08, +pcHEY2 0,80±0,07),  ‐235/+1392 (1,98±0,10, +pcHEY2 1,27±0,17) wurde ebenfalls durch 
HEY2 Überexpression signifikant verringert. Das ‐35/+1392 (0,36±0,02, +pcHEY2 0,32±0,06) Konstrukt 
zeigte  keine  signifikante  Aktivitätsänderung.  Die  erfolgreiche  HEY2  Überexpression  in  den  durch 
Reportergenassay  analysierten  Proben  konnte  durch  Western  Blot  Analysen  bestätigt  werden 
(Abb. 3.36 B).  Um  dabei  eine  gleichzeitige  Detektion  der  niedrigen,  endogenen  HEY2  Protein‐
Expression und der HEY2 Überexpression zu ermöglichen, wurden unterschiedliche Proteinmengen 

















Im  vorherigen  Abschnitt  konnte  die  Verminderung  der  COUP‐TFII  Promotoraktivität  nach  HEY2 
Überexpression  nachgewiesen  werden.  In  Abschnitt 3.4.6  wurde  eine  Aktivierung  des  HEY2 





wurde  die  Aktivität  des  Promotors  durch  Dual‐Luciferase  Reporter  Assay  bestimmt,  die 
Transfektionseffizienz  auf  den  Co‐Reporter  pGL4.74[hRluc/TK]  normalisiert  und  die  ermittelte 
relative Aktivität auf den Promotor unter Normoxie (20 % O2) bezogen. Durch die Kultivierung unter 
Hypoxie  wurde  die  Aktivität  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors  gegenüber  der  Kontrolle 


















wurde  auf  die  Expression  in  nicht  transduzierten  Kontrollen.  Die mRNA‐Expression  von  NOTCH4 







In  Abschnitt 3.5  konnte  der  Einfluss  des  NOTCH‐Signalweges  auf  die  Expression  von  COUP‐TFII 
gezeigt  werden.  Die  Überexpression  der  NOTCH1  intrazellulären  Domäne  führte  zu  einer 
Verringerung  der  COUP‐TFII mRNA‐  und  Protein‐Expression.  Auf  transkriptioneller  Ebene  konnte 
dieses  Ergebnis  zusätzlich durch COUP‐TFII Promotor Reportergenassays, nach der Überexpression 
des  NOTCH‐Signalweg‐Zielgens  HEY2  gezeigt  werden.  Durch  eine  Deletionsanalyse  konnte  der 
Bereich,  in dem  sich die  für die Repression verantwortlichen DNA‐Sequenz‐Motive befinden,  stark 









Die  Transkriptionsfaktoren  FOXC1  und  FOXC2  spielen  eine  wichtige  Rolle  im  arteriovenösen 
Differenzierungsprozess. Beide  Faktoren  sind dazu  in der  Lage, die Expression  von DLL4, NOTCH1, 
NOTCH4  und  HEY2  zu  beeinflussen.  Die  präferentiell  venöse  Expression  von  FOXC1  wurde  in 









NOTCH4  ist  stark  präferentiell  in  arteriellen  Endothelzellen  exprimiert.  Aus  diesem  Grund  sollte 








Expression  von NOTCH4 wurde  durch  Real‐Time  PCR  in HEK 293T  Zellen  untersucht. Normalisiert 
wurde  auf  die  Expression  von  HPRT1.  Bezogen  wurde  auf  die  Expression  in  nicht  transfizierten 















der  Transfektion wurden  die  Aktivitäten  durch Dual‐Luciferase  Reporter  Assay  gemessen  und  die 
Transfektionseffizienz  auf  den  Co‐Reporter  pGL4.74[hRluc/TK]  normalisiert.  Bezogen  wurden  die 
erhaltenen,  relativen  Aktivitäten  auf  die  Aktivität  des  ‐2132/+194 HEY2 Promotors,  der  in 
Kombination mit dem für die pcFOXC Überexpressionsvektoren verwendeten pcDNA4 Grund‐Vektor 
in  den  jeweiligen  Zelltyp  transfiziert wurde.  Der  ‐2132/+194 HEY2 Promotor  zeigte  24 h  nach  der 
Transfektion  in HEK 293T Zellen  in Kombination mit FOXC1 (0,44±0,03) und FOXC2 (0,31±0,02) eine 





















relativen  Aktivitäten  auf  die  Aktivität  des  ‐2132/+194 HEY2 Promotors  nach  Transfektion  in 
Kombination mit  dem  pcDNA4  Vektor.  Die  Deletionskonstrukte  ‐2132/+194 (+pcFOXC2 0,31±0,02), 
‐1080/+194 (1,91±0,14,  +pcFOXC2 0,65±0,05),  ‐418/+194  (1,77±0,15,  +pcFOXC2 0,81±0,09), 
‐54/+194 (0,63±0,05,  +pcFOXC2 0,27±0,01),  ‐6/+194 (0,36±0,03,  +pcFOXC2 0,16±0,01)  zeigten  alle 













Zur  Untersuchung  der  Interaktion  von  FOXC1  und  FOXC2 mit  dem  COUP‐TFII  Promotor  wurden 
HEK 293T Zellen mit je 200 ng des pcFOXC1 oder pcFOXC2 Überexpressionsvektors und zeitgleich mit 
dem  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotor  transfiziert.  Die  Basalaktivität  des  COUP‐TFII Promotors  in 
HEK 293T  Zellen  wurde  in  Abbildung 3.4  gezeigt.  Messung  und  Auswertung  der  COUP‐TFII 
Promotoraktivität erfolgten analog wie für den HEY2 Promotor  im Abschnitt 3.6.2 beschrieben. Der 







In  Abschnitt 3.6  konnte  der  Einfluss  von  FOXC1  und  FOXC2  auf  den  NOTCH‐Signalweg  gezeigt 
werden. Die Überexpression von FOXC1 und FOXC2 führte zu einer Verringerung der NOTCH4 mRNA‐
















Hohe  turbulente  Strömungen  im  Gefäßsystem  begünstigen  besonders  die  Entstehung  von 
Arteriosklerose.  Die  Verminderung  der  NO‐Abgabe  durch  die  Simulation  turbulenter  Strömungs‐
bedingungen ist in Abbildung 3.18 gezeigt. Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Induktion 
der  eNOS  Expression  nach  COUP‐TFII  Reduktion  durch  shRNA  in  humanen  Endothelzellen  gezeigt 
werden (Abschnitt 3.3.2). Die Verminderung der Expression von COUP‐TFII durch die Aktivierung des 
























Ziel  der  vorliegenden  Arbeit  war  die  Untersuchung  der  Regulation  des  venösen  endothelialen 
Markergens  COUP‐TFII  durch  Glukose.  Dabei  sollte  die  Fähigkeit  von  Endothelzellen,  als  Insulin‐
sensitives Gewebe mit funktionsfähigem AKT‐Signalweg zu agieren, analysiert werden. Die mögliche 
Auswirkung  einer Glukose‐abhängigen  Regulation  von  COUP‐TFII  auf  die  Expression  des  entschei‐
denden  endothelialen  Adhäsionsmoleküls  E‐Selektin  sowie  auf  die  Expression  der  endothelialen 
NO‐Synthase  wurde  außerdem  untersucht.  Zur  physiologischen  Aktivierung  der  endothelialen 
NO‐Synthase  erfolgten  die  Untersuchungen  auch  in  Kombination  mit  der  Applikation  von 
Schubspannung.  
Die  Aufklärung  einer  möglichen  Interaktion  zwischen  COUP‐TFII  und  dem  für  die  arteriovenöse 







exprimieren  arterielle  Endothelzellen  Ephrin B2,  venöse  den  Ephrin Rezeptor EPHB4  (Wang  et  al., 
1998). In der vorliegenden Arbeit konnte die exklusive und hohe mRNA‐ und Protein‐Expression von 
COUP‐TFII  in  den  Endothelzellen  der  humanen  Nabelschnurvene  (HUVEC)  gezeigt  werden.  In 
arteriellen  Endothelzellen  der  humanen  Nabelschnur  (HUAEC)  konnte  dagegen  weder  immun‐
histologisch  noch  durch Western  Blot  Analysen  eine  COUP‐TFII  Protein‐Expression  nachgewiesen 
werden.  Die  durch  You  und  Mitarbeiter  gezeigte  exklusive  Protein‐Expression  von  COUP‐TFII  in 
murinen venösen Endothelzellen der Nabelschnur und in Endothelzellen der Kardinalvene sowie die 
fehlende  Expression  von  COUP‐TFII  in  den  Endothelzellen  der  dorsalen  Aorta  bestätigen  dieses 
Ergebnis  (You  et  al.,  2005).  Die  mittels  DAPI‐Färbung  im  Rahmen  dieser  Arbeit  nachgewiesene 
Lokalisierung  von  COUP‐TFII  im  Zellkern  humaner  venöser  Endothelzellen  konnte  ebenfalls  in 
Primärkulturen  von Maus‐Hepatozyten  von  Zhang  und Mitarbeiter  gezeigt werden  (Zhang  et  al., 
2002). 
In arteriellen Gefäßmuskelzellen der humanen Nabelschnur konnte die Expression von alpha Smooth 
Muscle  Actin  (α‐SMA)  nachgewiesen  werden.  Dieses  Molekül  ist  ein  etablierter  Marker  glatter 
Muskelzellen  (Tang et al., 2008). Eine  α‐SMA Expression wurde auch  in venösen Muskelzellen der 




Interessanterweise  zeigten  die  arteriellen  Gefäßmuskelzellen  der  Nabelschnur  eine  stärkere 
Expression  von COUP‐TFII  als die  venösen  alpha  Smooth Muscle Actin  exprimierenden  Zellen. Die 
Expression  von  COUP‐TFII  in  arteriellen  Gefäßmuskelzellen  wurde  durch  You  sowie Mancini  und 
Mitarbeiter auch  in der dorsalen Aorta sowie der Nabelschnurarterie der Maus gezeigt  (Mancini et 
al.,  2009;  You  et  al.,  2005).  Petit  und Mitarbeiter  beschreiben  die  Expression  von  COUP‐TFII  in 
Muskelzellen des Oviduktes der Maus (Petit et al., 2007). Suzuki und Mitarbeiter zeigen zusätzlich die 






und  Protein‐Expression  in  humanen  Endothelzellen  der  Koronararterie  gezeigt  werden.  Die 
Endothelzellen  der  Koronararterie  scheinen  dabei  einen  Sonderstatus  bezüglich  der  deutlichen 
Expression des venösen Markergens COUP‐TFII  in einem arteriellen Zelltyp einzunehmen. In keinem 
anderen  arteriellen  Endothelzelltyp  ist  eine  deutliche  Protein‐Expression  von  COUP‐TFII  bisher 
nachgewiesen.  Zwar  zeigten  auch  die  arteriellen  Endothelzellen  der Nabelschnur  im  Rahmen  der 
Arbeit eine, wenn auch sehr geringe, mRNA‐Expression von COUP‐TFII, jedoch lag die Expression auf 
Proteinebene immer unterhalb der Nachweisgrenze. In der Veröffentlichung von van den Akker und 
Mitarbeiter  wurde  die  Expression  von  COUP‐TFII  in  humanen  Endothelzellen  der  Koronararterie 
(HCAEC) bereits detailliert untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass die Expression von COUP‐TFII  in 
HCAECs durch VEGF165,  jedoch nicht durch VEGF121 reprimierbar  ist  (van den Akker et al., 2008). 
Erst  kürzlich  konnte  gezeigt  werden,  dass  ein  Verlust  der  Expression  von  Endoglin  in  den 
Endothelzellen  der  dorsalen  Aorta  der  Maus  zur  ektopischen  Expression  von  COUP‐TFII  führt 
(Mancini et al., 2009). Endoglin  ist ein TGF‐ß Co‐Rezeptor, der eine  zentrale Rolle  im Rahmen der 
Proliferation und Differenzierung von Endothelzellen spielt (ten Dijke et al., 2008).  
Die  Untersuchung  der  COUP‐TFII  Promotoraktivität  konnte  das  mRNA‐  und  Protein‐
Expressionsmuster  von  COUP‐TFII  bestätigen.  Ein  COUP‐TFII  Promotor  Reportergen‐Konstrukt war 
sowohl  in venösen Endothelzellen der humanen Nabelschnur, als auch  in humanen Endothelzellen 
der  Koronararterie  aktiv.  Transfektionsexperimente  mit  humanen  arteriellen  Endothelzellen  der 
Nabelschnur  verliefen  trotz  Verwendung  verschiedener  Transfektionsreagenzien  nicht  erfolgreich. 
Dabei führte auch die Verwendung des pGL3‐Control Vektors mit konstitutiv aktivem SV40 Promotor 
zu keiner messbaren Aktivität. Aus diesem Grund konnte die Aktivität des COUP‐TFII Promotors  in 
diesem  Zelltyp  nicht  untersucht werden.  In  einer  bovinen  Endothelzelllinie  der  Aorta  (GM‐7373) 
zeigte das Promotor Reportergen‐Konstrukt ebenfalls eine solide, nachweisbare Aktivität. Neben der 
Aktivität  des  Promotors  in  Endothelzellen  konnte  zusätzlich  eine  hohe  Aktivität  in  der  HEK 293T 
Zelllinie  nachgewiesen  werden.  Durch  stark  unterschiedliche  Transfektionseffizienzen  der 
verschiedenen Zelltypen  kommt es nach der Normalisierung der pGL4.10[luc2]  Luciferase‐Aktivität 
auf die Aktivität des  transfizierten Co‐Reporters pGL4.74[hRluc/TK] nicht  zu  einem proportionalen 
Verhältnis  zwischen der  relativen pGL4.10[luc2]  Luciferase‐Aktivität und der Transfektionseffizienz. 
Ein  quantitativer  Aktivitätsvergleich  für  den  COUP‐TFII  Promotor  zwischen  den  verschiedenen 
Zelltypen wurde aus diesem Grund nicht durchgeführt. 
In  der  Literatur  sind  bisher  keine  Untersuchungen  zur  Aktivität  des  COUP‐TFII  Promotors  in 
Endothelzellen  beschrieben.  Die  Aktivität  des  murinen  COUP‐TFII  Promotors  in  HEK 293T  Zellen 
wurde durch Diez und Mitarbeiter gezeigt (Diez et al., 2007). Perilhou und Mitarbeiter untersuchten 
die Aktivität des murinen Promotors  in der  INS‐1 Beta‐Zelllinie  (Perilhou et al., 2008b). Zhang und 
Mitarbeiter konnten die Aktivität des murinen COUP‐TFII Promotors  in vivo durch Fusion mit dem 
E.coli  lacZ Gen zeigen.  Ihre Untersuchungen zeigen neben der Aktivität des Promotors  im Herz (9.5 
dpc) und in Insulin‐positiven Zellen des Pankreas (15.5 dpc) während der Embryonalentwicklung der 
Maus, auch eine Protein‐Expression von COUP‐TFII  in der Leber und  in  Inselzellen des Pankreas der 
adulten Maus (Zhang et al., 2002).  
Da primäre Endothelzellen generell schwer und nur unter erheblichem Aufwand transfizierbar sind, 
wurde  die  Analyse  der  klonierten  Deletionskonstrukte  des  humanen  COUP‐TFII  Promotors  in 
HEK 293T  Zellen  durchgeführt.  Die  Deletionsanalyse  identifizierte  zwei  Promotorbereiche,  die 
hauptsächlich für die unterschiedlichen Aktivitäten der Deletionskonstrukte verantwortlich sind. Ein 





COUP‐TFII  Promotor‐Fragmenten  erhöhte  Aktivität  zeigte.  Die  erhöhte  Aktivität  des  ‐235/+1392 
Fragmentes  konnte  durch  Transfektion  in  HUVECs  verifiziert  werden.  Die  hohe  Aktivität  dieses 
Promotorbereiches wurde durch Perilhou und Mitarbeiter  in  einem  entsprechenden Abschnitt  für 
den  murinen  Promotor  in  der  INS‐1  Beta‐Zelllinie  gezeigt.  Der  klonierte  murine  ‐328/+873 
COUP‐TFII Promotor zeigte gegenüber sechs anderen klonierten Fragmenten  (‐3000/+873 bis +639) 
eine stark erhöhte Aktivität. Zusätzlich konnte in der Publikation ein ''Hormone Responsive Element'' 
für  die  spezifische  Bindung  des  nukleären  Hormon  Rezeptors  HNF4α  identifiziert  werden.  Die 
Überexpression  von  HNF4α  führte  dabei  zu  einer  25‐fachen  Aktivierung  des murinen  ‐328/+873 
COUP‐TFII Promotor‐Fragmentes. Die Mutation der Bindungsstelle des murinen ‐328/+873 COUP‐TFII 
Promotors zwischen  ‐69/‐57  führte zu einem 50 %igen Aktivitätsverlust des Fragmentes sowie zum 
Verlust  der  Transaktivierung  durch  HNF4α  (Perilhou  et  al.,  2008b).  Die  Computeranalyse  des 
humanen  COUP‐TFII  Promotors  (Anhang 1.1,  TESS, www.molecularstation.com)  lässt  ebenfalls  die 
Regulation  durch HNF4α  vermuten.  Eine  homologe  Bindungsstelle wurde  an  Position  ‐60/‐48  der 
humanen  Sequenz  gefunden.  Neben  HNF4α  konnten  in  dem  Bereich  zwischen  ‐235  und  ‐35  elf 
weitere,  vollständig  konservierte  Bindungsstellen  durch  die  Computeranalyse  identifiziert werden 
(Anhang 1.1, TESS, www.molecularstation.com). Das kürzeste ‐35/+1392 Fragment zeigte gegenüber 
allen anderen Fragmenten die am stärksten verminderte Aktivität. Der Kern‐Promotor eukaryotischer 
Gene  ist  definiert  als  die  minimale  DNA‐Region  zur  Rekrutierung  der  basalen  Transkriptions‐
maschinerie  sowie  zur akkuraten Transkriptionsinitiation  (Yang  et al., 2007). Der basale COUP‐TFII 
Promotor scheint demnach innerhalb der 235 bp Region 5' des Transkriptionsstartpunktes zu liegen. 
Die  vergleichende  Computeranalyse  (Anhang 1.1)  der murinen  und  humanen  Sequenz  ergab  eine 
sehr hohe (95,8 %), für die ersten 115 bp sogar 100 %ige Homologie. Daher kann die Aussage, dass 
der  basale  murine  COUP‐TFII  Promotor  innerhalb  der  ersten  200 bp  vor  dem  mRNA‐Startpunkt 
lokalisiert  ist  (Soosaar  et al., 1996), mit  großer  Sicherheit  auf den humanen Promotor übertragen 
werden.  Eine  putative  Bindungsstelle  für  das  TATA‐Box  Binde‐Protein  (TBP)  wurde  an  Position 
‐47/‐33  des  humanen  COUP‐TFII  Promotors  identifiziert  (Anhang 1.1,  TESS,  www.molecular‐
station.com). Das sich die TATA‐Box nicht innerhalb der typischen Distanz von 20‐30 Nukleotiden vor 
dem  mRNA‐Startpunkt  befindet,  könnte  auf  unterschiedliche  mRNA‐Startpunkte  hinweisen.  Dies 
wurde ebenfalls für den murinen COUP‐TFII Promotor beschrieben (Soosaar et al., 1996).  Innerhalb 
des 5'‐untranslatierten Bereiches (5'‐UTR) befindet sich möglicherweise das  Intron 1 des COUP‐TFII‐
Gens.  Eine  Untersuchung,  ob  das  Splicing  tatsächlich  erfolgt wurde  im  Rahmen  der  Arbeit  nicht 
durchgeführt,  da  Hinweise  für  eine  entsprechend  der murinen  Sequenz  durchgehende mRNA  in 
diesem  Bereich  erst  seit  dem  28.03.2010  für  die  humane  Sequenz  in  die  GenBank  des  NIH 
eingetragen sind  (NM_021005.3). Etwa 35 % aller humanen Gene beinhalten  Introns  innerhalb des 
5'‐UTR (Pesole et al., 2001). Storbeck und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die E‐Boxen innerhalb des 
ersten Introns des DMPK‐Gens dessen Promotoraktivität um das Sechsfache steigert (Storbeck et al., 
1998).  Cenik  und Mitarbeiter  postulieren,  dass  Introns  innerhalb  des  5'‐UTR  die  Expression  von 
Genen in Abhängigkeit zur Intronlänge verstärken können (Cenik et al., 2010). Eine Untersuchung des 
Einflusses des Intron 1 auf die Aktivität des COUP‐TFII Promotors wurde im Rahmen der Arbeit nicht 
durchgeführt.  Untersuchungen  des  COUP‐TFII  Promotors  mit  deletierter  Intronsequenz  könnten 




















COUP‐TFII  Bindungsstellen  konnten  in  den  Promotoren  verschiedener  metabolischer  Enzyme 
nachgewiesen werden (De Martino et al., 2004; Hwung et al., 1988; Lou et al., 1999; Ungaro et al., 
2008; Xu et al., 2007). Dies ist als sicherer Hinweis für eine wichtige Rolle von COUP‐TFII im Rahmen 
des  Glukosemetabolismus  zu  werten.  Die  COUP‐TFII‐Regulation  durch  Glukose  in  Endothelzellen 
wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals detailliert untersucht. 
Für  die  Glukoseaufnahme  in  Endothelzellen  ist  die  Expression  von  Glukosetransportern  von 
essentieller  Bedeutung.  Der  Glukosetransporter  GLUT1  ist  der  Haupt‐Glukosetransporter  in 
Endothelzellen  (Gosmanov et al., 2006; Kaiser et al., 1993; Mann et al., 2003). GLUT1  ist  für  rund 
75 % der Insulin‐unabhängigen Glukose‐Aufnahme von Endothelzellen verantwortlich (Wiernsperger, 
2005).  Im  Rahmen  der  Arbeit  konnte  die  mRNA‐Expression  des  Glukosetransporters  GLUT1  in 
HUVECs  und  HUAECs  nachgewiesen  werden.  Untersuchungen  von  Gosmanov  und  Mitarbeiter 
bestätigen das Ergebnis auf Proteinebene in humanen Aorten‐Endothelzellen (HAECs) (Gosmanov et 
al.,  2006).  Die  nachgewiesene mRNA‐Expression  von  GLUT3  in  beiden  Endothelzelltypen  konnte 







Mitarbeiter  bestätigen  dieses  Ergebnis mit  Ihren  Untersuchungen  in  Endothelzellen  der murinen 




Eines  der  Schlüsselenzyme  des  Glukosemetabolismus  ist  Insulin.  Die  Bindung  von  Insulin  an  den 
Insulin‐Rezeptor führt in Insulin‐sensitiven Geweben zur Phosphorylierung und somit Aktivierung der 
Proteinkinase  B  (AKT)  an  der  Aminosäure  Serin(473)  und  Threonin(308).  AKT  wird  durch  die 
Phosphoinositid‐3‐Kinase  (PI3K)  phosphoryliert  (Watson  et  al.,  2004).  Die  PI3K  kann  durch  den 
Inhibitor LY294002 selektiv gehemmt werden  (Vlahos et al., 1994). Diese Hemmung verhindert die 


















in der Regel  im Bereich von 5 bis 5,5 mM  (Normal‐Bedingungen) und 22 bis 30 mM Glukose  (Hoch‐
Glukose‐Bedingungen) sowie im Bereich von 1 bis 1000 nM Insulin durchgeführt. Die im Rahmen der 




Die  Stimulation  in  Kombination  mit  5 nM  Insulin  führte  zu  einer  starken,  signifikant  erhöhten 
Phosphorylierung  von  AKT(Ser473).  Artwohl  und  Mitarbeiter  konnten  dieses  Ergebnis  durch 
Stimulation  von HUVECs mit 1000 nM  (1 h)  Insulin ebenfalls bestätigen  (Artwohl et al., 2007). Die 
Stimulation mit 25 mM Glukose ohne  Insulin  führte zu keiner Änderung der Phosphorylierung von 






in der  Fachliteratur  kontrovers diskutiert und war nicht die  Fragestellung der  vorliegenden Arbeit 
(Artwohl et al., 2007; Gosmanov et al., 2006). Festzuhalten bleibt, dass humane Endothelzellen als 
Insulin‐sensitives  Gewebe mit  funktionsfähigem  AKT‐Signalweg  einzustufen  sind.  Untersuchungen 
von Andreozzi und Mitarbeiter zeigen, dass Insulin in Endothelzellen die Phosphorylierung von eNOS 
über  den  Insulin‐Rezeptor/IRS‐1/PI3K/AKT/eNOS‐Signalweg  an  Serin(1177)  erhöht  und  die  an 
Threonin(495) vermindert. Dies  führt  zu einer erhöhten eNOS‐Aktivität und  somit  zur gesteigerten 
Bildung von Stickstoffmonoxid durch Endothelzellen (Andreozzi et al., 2008). Diese Untersuchungen 
lassen  Spekulationen  über  einen  möglichen  Gefäß‐protektiven  Effekt  der  Insulin‐abhängigen 
Phosphorylierung von AKT in Endothelzellen zu.  
In  einer  2008  veröffentlichten  Arbeit  konnte  von  Perilhou  und  Mitarbeiter  die  Dosis‐abhängige 
Herabregulation von COUP‐TFII durch Glukose in der INS‐1 Beta‐Zelllinie gezeigt werden (Perilhou et 
al.,  2008a). Untersuchungen,  die  im  Zeitraum  dieser  Arbeit  stattfanden,  jedoch  aus  Platzgründen 
nicht Bestandteil der vorliegenden Dissertation  sind, konnten die  signifikante Herabregulation von 
COUP‐TFII  in  der  INS‐1  Beta‐Zelllinie  nach  Stimulation mit  25 mM Glukose  für  60 Min.  bestätigen 








Insulin  ersetzt.  Im  Gegensatz  zur  Phosphorylierung  von  AKT(Ser473)  führte  die  Stimulation  mit 





sich  L‐Glukose  als  osmotische  Kontrolle  für  Glukose‐  und  Insulinstimulationen  vaskulärer 
Endothelzellen  eignet  (Taubert  et  al.,  2004).  Die  im  Rahmen  der  Arbeit  durchgeführten 
Stimulationsversuche mit L‐Glukose zeigten keine Veränderung der COUP‐TFII Expression. Eine rein 
osmotische Wirksamkeit  der  hohen Glukosekonzentration  auf  die  Expression  von  COUP‐TFII  kann 
somit ausgeschlossen werden. Die Stimulation  in Kombination mit  Insulin zeigte keinen Einfluss auf 
die  Expression  von  COUP‐TFII  nach  Glukosestimulation.  Stimulationsversuche  in  Kombination mit 
dem PI3K Inhibitor konnten die Induktion der COUP‐TFII Expression durch Glukose nicht verhindern. 





al.,  2007).  Der  Transkriptionsfaktor  CHREBP  spielt  eine  entscheidende  Rolle  im  Glukose‐
metabolismus (Postic et al., 2007). Hohe Glukosekonzentrationen führen zur Dephosphorylierung des 
Proteins und bewirken so die Translokation von CHREBP aus dem Zytoplasma in den Zellkern (Collier 





5 nM  Insulin,  ergab  keine  Hinweise  auf  die  Regulation  der  Aktivität  von  COUP‐TFII  durch 
Translokation.  Die  nach  kurzzeitiger  Stimulation  nachgewiesene  erhöhte  COUP‐TFII  Protein‐
Expression  ist  demnach  mit  hoher  Wahrscheinlichkeit  auf  die  de  novo  Synthese  des  Proteins 
zurückzuführen. 
Hohe  Glukosekonzentrationen  können  in  Endothelzellen  zu  einer  gesteigerten  Expression  des 
Adhäsionsmoleküls  E‐Selektin  führen  (Piconi  et  al.,  2004; Quagliaro  et  al.,  2005). Auch  die  in  der 
vorliegenden Arbeit beschriebene Langzeitstimulation von HUAECs und HUVECs mit 25 mM Glukose 
führte  in  beiden  Zelltypen  zu  einer,  Insulin‐unabhängigen,  gesteigerten  mRNA‐Expression  von 
E‐Selektin.  
Der  PARP  Inhibitor  PJ34  scheint  die  Induktion  von  E‐Selektin  durch  Hochglukose  verhindern  zu 
können  (von  Lukowicz  et  al.,  2008).  Munzel  und  Mitarbeiter  konnten  die  Regulation  von 
Adhäsionsmolekülen  durch  die  Behandlung  von  humanen  venösen  Endothelzellen mit  Serum  von 
Diabetikern zeigen (Munzel et al., 2007). Die klinische Studie von Matsumoto und Mitarbeiter belegt 
den Zusammenhang  zwischen Hyperglykämie,  Insulin‐Resistenz und den  löslichen Konzentrationen 
der Adhäsionsmoleküle VCAM‐1 und E‐Selektin  im Patientenserum (Matsumoto et al., 2002). Diese 
Beobachtungen könnten eine Rolle  im Rahmen der  stark gesteigerten Rate an Gefäßerkrankungen 
bei  Typ2‐Diabetikern  spielen.  Eine  im März  diesen  Jahres  erschienene  Patientenstudie  postuliert, 
dass  hohe  (81 ng/ml)  Konzentrationen  an  löslichem  E‐Selektin mit  hoher Wahrscheinlichkeit  ein 






des  Insulin‐Rezeptors  nach  Stimulation mit  25 mM Glukose  in HUVECs  in  der  vorliegenden Arbeit 
gezeigt werden. Gosmanov und Mitarbeiter konnten in arteriellen Endothelzellen eine durch Glukose 
gesteigerte Expression des  Insulin‐Rezeptors nachweisen  (Gosmanov et al., 2006). Kondo und Kahn 
konnten  in  hyperglykämischen  Mäusen  (Typ1‐Diabetes)  eine  deutlich  erhöhte  Expression  und 
Tyrosin‐Phosphorylierung  des  Insulin‐Rezeptors  in  Leber  und  Retina  bestätigen  (Kondo  &  Kahn, 
2004).  In  der  vorliegenden  Arbeit  konnte  gezeigt  werden,  dass  durch  Stimulation  mit  Glukose 
(25 mM)  in Kombination mit  Insulin (5 nM)  in HUVECs die Glukose abhängige  Induktion des  Insulin‐
Rezeptors verhindert wird (Brunssen et al., 2010). Dies zeigt, dass unter  in vivo Bedingungen Zellen 
höhere  Glukosekonzentrationen  immer  in  Verbindung  mit  erhöhten  Insulinkonzentrationen  und 
damit erhöhter Aktivierung des Insulin‐Rezeptors wahrnehmen. Erfolgt dies nicht, versucht die Zelle 
zuerst  durch  Erhöhung  der  Insulin‐Rezeptor  Expression  ihre  Insulin‐Sensitivität  auszugleichen.  Im 
Gegensatz  zur  Induktion  nach  kurzzeitiger  Stimulation  mit  25 mM  Glukose  führte  die 
Langzeitstimulation zu einer Verringerung der COUP‐TFII Protein‐Expression in HUVECs. Wie nach der 
kurzzeitigen Stimulation zeigte sich die Regulation von COUP‐TFII ebenfalls  Insulin unabhängig. Die 
Regulation  der  COUP‐TFII  mRNA‐Expression  bewirkte  nach  24 h  Langzeitstimulation  mit  25 mM 
Glukose keine signifikante Regulation. Ein deutlicher Trend zur Herabregulation ist jedoch erkennbar. 
Eine  Regulation  der mRNA‐Stabilität wurde  nicht  untersucht,  da  kein  Einfluss  von  Insulin  auf  die 
mRNA‐Stabilität  von  COUP‐TFII  durch  Perilhou  und  Mitarbeiter  nachgewiesen  werden  konnte 
(Perilhou et al., 2008a).  In der vorliegenden Arbeit konnte die Glukose abhängige Herabregulation 
zusätzlich durch ein COUP‐TFII Promotor Aktivitätsassay statistisch signifikant nachgewiesen werden. 
Die  Stimulation  mit  25 mM  Glukose  führte  dabei  zur  Repression  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII 
Promotor‐Konstruktes.  Durch  eine  Deletionsanalyse  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotor‐
Fragmentes  in HEK 293T  Zellen  konnte der Bereich,  in dem  sich  vermutlich die  für die Repression 
verantwortlichen  DNA‐Sequenz‐Motive  befinden,  stark  eingegrenzt  werden.  Die  Analyse  der 
Ergebnisse  lassen  ein  Glucose  Response  Element  im  Bereich  des  basalen  COUP‐TFII  Promotors 
zwischen den Positionen  ‐235 und  ‐35 des klonierten  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotor‐Fragmentes 
vermuten.  Ein  Glucose  Response  Element  wurde  bisher  nicht  für  den  COUP‐TFII  Promotor 
beschrieben.  Die  Computeranalyse  (Anhang 1.1,  MatInspector,  Genomatrix)  des  ‐235/+1392 
COUP‐TFII Promotor‐Fragmentes zeigt eine Überlappung des DNA‐Sequenz‐Motivs für HNF4α an der 
Position  ‐60/‐48 mit einem DNA‐Sequenz‐Motiv  für PPARγ an Position  ‐68/‐44. Eine  Induktion von 
PPARγ  durch  hohe  Glukosekonzentrationen  wurde  unter  anderem  in  Nierenepithelzellen  gezeigt 
(Panchapakesan  et  al.,  2004).  Die  Ergebnisse  der  Untersuchungen  zur  Regulation  der  COUP‐TFII 
Expression  auf  transkriptioneller  und  translationeller  Ebene,  nach  Stimulation  mit  Glukose  in 
Endothelzellen sowie die Ergebnisse zur Untersuchung der Aktivität des COUP‐TFII Promotors nach 
Stimulation  mit  Glukose  in  HEK 293T  Zellen  lassen  einen  Zeit‐  und  Dosis‐abhängigen  Feedback‐
Mechanismus  zur  Regulation  der  Expression  von  COUP‐TFII  vermuten.  Zur  Glukose‐abhängigen 
Regulation  von  COUP‐TFII  in  Endothelzellen waren  bisher  keine  Publikationen  bekannt.  Teile  der 
erzielten  Ergebnisse  der  vorliegenden  Arbeit  konnten  aktuell  publiziert  werden  (Brunssen  et  al., 
2010).  
Hinweise  für die  in vivo Relevanz der Regulation von COUP‐TFII durch Glukose gibt die Publikation 









führte  zum  Anstieg  der  Plasma‐Glukose‐  und  Insulinspiegel  sowie  zur  Reduzierung  der  COUP‐TFII 
mRNA‐ und Protein‐Expression  in Leber und Pankreas der Mäuse  (Perilhou et al., 2008a). Diese  in 





zudem  mit  der  Entstehung  von  Typ2‐Diabetes  assoziiert  (Love‐Gregory  et  al.,  2004).  Zusätzlich 
reguliert sowohl HNF4α als auch COUP‐TFII die Aktivität der Insulin Promotoren der Ratte (Bartoov‐
Shifman et al., 2002; Hwung et al., 1988). Interessant ist ebenfalls, dass HNF4α in vielen Fällen exakt 
an dieselbe DNA‐Bindungsstelle bindet, wie COUP‐TFII  (Ladias  et al., 1992; Perilhou  et al., 2008b; 
Ungaro  et  al.,  2008).  Dies  lässt  eine  kompetitive  Besetzung  der  COUP‐TFII  und  HNF4α  DNA‐
Bindungsstellen  vermuten. Die  physiologische  Relevanz  dieser  Kreuzregulation  von  COUP‐TFII  und 
HNF4α  ist möglicherweise ein  ''Amplification Loop'', der eine schnelle Reaktion auf ein spezifisches 
Signal ermöglicht, wie zum Beispiel niedrige Glukosespiegel. So  ist während des Fastens die HNF4α 
Expression  in  der  Leber  hoch,  postprandial  jedoch  verringert  (Yoon  et  al.,  2001).  Bisher  nicht 
publizierte  Daten  von  Anaïs  Perilhou  zeigen  die  Korrelation  der  Expression  von  HNF4α  mit  der 
Expression von COUP‐TFII. Die MODY1 Form des Maturity onset diabetes of the young (MODY) wird 









FOXO1  bei  der  Glukose‐abhängigen  Regulation  von  COUP‐TFII  in  Endothelzellen  vermutlich  keine 
Rolle.  Bei  dem  ''carbohydrate‐responsive  element‐binding  protein''  (CHREBP)  handelt  es  sich  um 
einen Glukose‐sensitiven Transkriptionsfaktor  (Iizuka & Horikawa, 2008). CHREBP  könnte ebenfalls 
eine  Rolle  bei  der  Regulation  von  COUP‐TFII  in  Endothelzellen  spielen,  da  die  Verringerung  der 
Expression von CHREBP in der Leber von Typ2‐diabetischen Mäusen zu einem Anstieg der COUP‐TFII 
Expression führt (Perilhou et al., 2008a). 
Hochglukose  aktiviert  die  Kinase  ERK1/2  in  humanen  arteriellen Gefäßmuskelzellen  (Popov  et  al., 
2009). Inhibition des ERK1/2‐Signalweges verhinderte die Glukose (25 mM) abhängige Induktion des 
AHSG‐Glykoprotein  Promotors  in  HepG2  Zellen  (Takata  et  al.,  2009).  Aerbajinai  und Mitarbeiter 






















Dies  führt  zur  Relaxation  von  Gefäßmuskelzellen  und  somit  zur  Vasodilatation  des  Blutgefäßes 
(Balligand  et  al.,  2009).  Neben  zahlreichen  weiteren  Gefäß‐protektiven  Eigenschaften  (Boon  & 
Horrevoets, 2009) hemmt NO die Bildung des Adhäsionsmoleküls E‐Selektin  in HUVECs (Kosonen et 
al., 2000).  
COUP‐TFII  spielt  eine  bedeutende  Rolle  im  Glukosemetabolismus  in  vivo  (Bardoux  et  al.,  2005). 
Hochglukose  führt  in  Endothelzellen  zu  einer  gesteigerten  Expression  des  Adhäsionsmoleküls 
E‐Selektin  (Brunssen  et al., 2010; Piconi  et al., 2004; Quagliaro  et al., 2005). Um den  Einfluss der 
durch  Langzeit‐Hochglukose  verminderten  Expression  von  COUP‐TFII  auf  die  durch  Langzeit‐
Hochglukose  gesteigerte  Expression  von  E‐Selektin  zu  untersuchen,  wurde  die  Expression  von 
COUP‐TFII in HUVECs durch Transduktion lentiviraler COUP‐TFII shRNA vermindert.  
Die verringerte Expression von COUP‐TFII  führte  zu einer  signifikanten Erhöhung der eNOS mRNA‐ 
und  Protein‐Expression.  Diese  Induktion  ist  wahrscheinlich  sekundär  verantwortlich  für  die 
Verminderung der E‐Selektin Expression nach Herabregulation von COUP‐TFII. Die Tatsache, dass es 




in der Maus. Beide Gene  spielen eine Rolle  im Cholesteroltransport  (Myers  et al., 2006). Bardoux 
sowie  Perilhou  und Mitarbeiter  beschreiben  die  essentielle  Rolle  von  COUP‐TFII  im Glukose‐  und 
Insulinmetabolismus  in  vivo  und  in  vitro  (Bardoux  et  al.,  2005;  Perilhou  et  al.,  2008a).  Die 
Beeinflussung der Expression von Glukosetransportern  ist daher sehr wahrscheinlich. Bisher waren 
keine  Publikationen  zur  Beeinflussung  von  Adhäsionsmolekülen  oder  Glukosetransportern  durch 
COUP‐TFII  erschienen.  Diese  Ergebnisse  der  vorliegenden  Dissertation  konnten  durch  unsere 
Arbeitsgruppe kürzlich publiziert werden (Brunssen et al., 2010).  
Durch die Anwendung  einer Plattenkegel‐Viskometer‐Apparatur  konnte der  Einfluss  verschiedener 
Strömungsbedingungen  auf  konfluente  bovine  Endothelzellen  der  Aorta  simuliert  werden.  Dabei 
konnte  gezeigt  werden,  dass  die  NO‐Abgabe  entscheidend  von  den  Strömungsbedingungen  und 





laminarer  Schubspannung  gezeigt werden.  In Übereinstimmung mit den  Ergebnissen  von You und 
Mitarbeiter  zeigten die  fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen deutlich die korrekte Lokalisierung 






Stimulation  mit  30 dyn/cm2  laminarer  Schubspannung.  Erwartet  wurde,  auf  Grund  der  eNOS 
Induktion nach Behandlung von humanen venösen Endothelzellen der Nabelschnur mit  lentiviraler 
shRNA gegen COUP‐TFII, eine Verringerung der NO‐Abgabe. Da der Versuch mit der Überexpression 
von  humanem  COUP‐TFII  in  einer  bovinen  Zelle  speziesübergreifend  stattgefunden  hat,  war 
COUP‐TFII möglicherweise  nicht  dazu  in  der  Lage, mit  einem  oder mehreren  für  die  Regulation 
benötigten  Kooperationspartnern  korrekt  zu  interagieren.  Ein  Sequenzvergleich  der humanen und 
bovinen COUP‐TFII Sequenz ergab allerdings nur den Austausch der Aminosäure Serin160  (human) 
gegen Threonin160  (bovin). Somit erscheint diese Möglichkeit eher unwahrscheinlich. Hinweise  für 
Unterschiede  der  Regulation  der  endothelialen  NO‐Synthase  zwischen  arteriellen  und  venösen 
Endothelzellen  existieren  in  der  Literatur  nicht.  Allerdings  ist  eine  unterschiedliche  Monozyten‐
Adhäsion  und  Expression  von  Adhäsionsmolekülen  in  arteriellen  und  venösen  Zellen  beschrieben 
(Hauser et al., 1993; Kalogeris et al., 1999). Somit könnte auch die Nutzung der unterschiedlichen 
Zelltypen  (humane  venöse  und  bovine  arterielle  Zellen)  zu  den  widersprüchlichen  Ergebnissen 
beitragen.  Im  Rahmen  dieser  Arbeit  konnte  der  Widerspruch  der  erhaltenen  Ergebnisse  nicht 
aufgeklärt  werden.  Die  Möglichkeit  zur  Ausschaltung  des  bovinen  COUP‐TFII  lag  nicht  vor.  Die 
Transduktion  von  humanen  venösen  Endothelzellen  (HUVEC)  mit  dem  lentiviralen  COUP‐TFII 
Überexpressionsvektor und anschließender Applikation von Schubspannung wäre daher der nächste 
Schritt  zur  Untersuchung  der  Regulation  der  NO‐Abgabe  durch  COUP‐TFII.  Die  Beeinflussung  der 
Expression  von  COUP‐TFII  durch  geänderte  Strömungsbedingungen wurde  durch  die  Kombination 
von  Schubspannung  und  einem  sich  anschließenden  COUP‐TFII  Promotor  Reportergenassay 
untersucht.  Nicht‐oszillatorische  Strömungsbedingungen  führten  dabei  zu  einer  Erhöhung  der 
COUP‐TFII  Promotoraktivität.  Eine  zusätzliche  Möglichkeit  zur  Regulation  der  NO‐Abgabe,  bei 
Änderung  der  Strömungsbedingungen,  könnte  somit  über  die  Regulation  der  COUP‐TFII 
Promotoraktivität  im  physiologischen  Kontext  erfolgen.  Untersuchungen  zur  Regulation  der 
COUP‐TFII  Promotoraktivität  durch  Schubspannung  wurden  bisher  nicht  veröffentlicht.  Für  den 
venösen Marker Ephrin Rezeptor EPHB4 wurde ebenfalls eine Schubspannungs abhängige Regulation 
in  HUVECs  beschrieben  (Wang  et  al.,  1998; Wasserman  et  al.,  2002).  Um  genauer  definieren  zu 
können, welcher Bereich  des  ‐2518/+1392 COUP‐TFII Promotors  für  die Verringerung  der Aktivität 






Patienten‐  oder  tierexperimentelle‐  Proben,  die  aus  Bereichen  von  Bifurkationen  der  Blutgefäße 
entnommen wurden, wo eng benachbart turbulenter Blutfluss, Blutstase und Stagnation herrschen, 
entnommen  wurden,  wären  geeignetes  Untersuchungsmaterial  für  eine  COUP‐TFII  Expressions‐
analyse. Die NO‐Synthese der Endothelzellen  sollte  in diesen Proben herabgesetzt, die COUP‐TFII 
Expression erhöht sein. Dies sollte das Ziel weiterführender Arbeiten sein. 
Schubspannung  führt  zur  Aktivierung  der  endothelialen  NO‐Synthase  durch  Phosphorylierung  an 










Venöse  und  arterielle  Endothelzellen  weisen  eine  differentielle  Expression  verschiedener 
Markergene auf. NOTCH1, DLL4, HEY1 und HEY2 sind Mitglieder der NOTCH‐Signalkaskade. Sie alle 
werden stärker in den Endothelzellen von Arterien, als von Venen transkribiert. CD44 gilt ebenso als 
arterieller Marker  von  Endothelzellen. Venöse  Endothelzellen  hingegen  exprimieren  verstärkt  den 
Transkriptionsfaktor COUP‐TFII (Fischer et al., 2004; Lanner et al., 2007; Swift & Weinstein, 2009). Im 
Rahmen  der  vorliegenden  Arbeit  konnte  die  differentielle  Expression  der  arteriellen Markergene 
HEY2 und CD44 in primären Endothelzellen der Nabelschnur (HUAECs und HUVECs) gezeigt werden. 
Die Ergebnisse der Untersuchung der mRNA‐Expression in humanen Endothelzellen der Koronararterie 
(HCAECs)  entsprachen  der  erwarteten  Expression  in  einem  arteriellen  Phänotyp.  Die  Protein‐
Expression  von HEY2  lag  jedoch unterhalb der Detektionsgrenze. Auf mRNA‐Ebene bestätigen Chi 
und Mitarbeiter  die  in HCAECs  nachgewiesene HEY2  Expression  (Chi  et  al.,  2003).  In  zukünftigen 





Untersuchungen  zur  Expression  von  FOXC1  in  humanen  adulten  arteriellen  und  venösen 
Endothelzellen wurden  bisher  jedoch  nicht  veröffentlicht.  In  der Maus wurde  die  Expression  von 
FOXC1/2 während der Embryonalentwicklung in beiden Endothelzelltypen nachgewiesen (Seo et al., 
2006).  Sowohl  FOXC1  als  auch  FOXC2  spielen  jedoch  eine  wichtige  Rolle  im  Rahmen  der 
kardiovaskulären  Entwicklung.  Homozygote  FOXC1/2‐Knockout‐Mäuse  zeigen  eine  gestörte 
Umbildung  primitiver  Blutgefäße  sowie  arteriovenöse  Fehlbildungen.  Der  Verlust  von  FOXC1/2  in 
Endothelzellen führt zum Verlust der Expression arterieller Markergene, inklusive DLL4 und HEY2. Die 
Expression  der  venösen  Markergene  COUP‐TFII  und  Ephrin Rezeptor EPHB4  ist  hingegen  nicht 
geändert (Kume et al., 2001; Seo et al., 2006). 
Die  Ergebnisse  der  differentiellen  Expression  von  HEY2  in  Endothelzellen  konnte  auf 
transkriptioneller Ebene zusätzlich durch ein HEY2 Promotor Reportergenassay gezeigt werden. Der 
klonierte  5'‐untranslatierte  Bereich  des  Promotors  zeigte  sowohl  in  primären  humanen 
Endothelzellen der Koronararterie (HCAECs) als auch in bovinen Endothelzellen der Aorta Aktivität. In 
primären humanen venösen Endothelzellen der Nabelschnur konnte keine Aktivität des Promotors 
nachgewiesen  werden.  Dies  spricht  eindeutig  für  die  zellspezifische  Aktivierung  des  klonierten 
Promotorbereiches. Die  Transfizierbarkeit  der  humanen  venösen  Endothelzellen  konnte  durch  die 
Verwendung  des  pGL3‐Control  Vektors  mit  konstitutiv  aktivem  SV40  Promotor  sowie  durch  die 
zeitgleiche  Transfektion  des  konstitutiv  aktiven  Co‐Reporters  pGL4.74[hRluc/TK]  gezeigt  werden. 
Transfektionsexperimente mit humanen arteriellen Endothelzellen der Nabelschnur verliefen, wie im 
Abschnitt 4.1  beschrieben,  trotz  Verwendung  verschiedener  Transfektionsreagenzien  nicht 




Promotor  nicht  durchgeführt.  In  der  Literatur  sind  bisher  keine Untersuchungen  zur Aktivität  des 
humanen HEY2 Promotors beschrieben. Hayashi und Mitarbeiter  zeigen die Aktivität des murinen 





murinen  Promotors  in  HEK 293T  Zellen  zeigen  (Diez  et  al.,  2007).  Da  die  primären  humanen 
Endothelzellen der Koronararterie nur schwer  transfizierbar sind, wurde die Analyse der klonierten 
Deletionskonstrukte des HEY2 Promotors  in HEK 293T Zellen durchgeführt.  In der Literatur existiert 
bis  dato  keine  Deletionsanalyse  zur  Basalaktivität  des  humanen  HEY2  Promotors.  Die  Deletions‐
analyse  identifizierte vier Promotorbereiche, die hauptsächlich für die unterschiedlichen Aktivitäten 
der  Deletionskonstrukte  verantwortlich  sind.  Ein  negativ  regulierendes  Element muss  im  Bereich 
zwischen  ‐2132 und  ‐1080 vermutet werden. Die Deletion dieses Elementes  führte dazu, dass das 
‐1080/+194  Fragment eine gegenüber den weiteren HEY2 Promotor‐Fragmenten erhöhte Aktivität 




und  ‐418  liegen  vermutlich  die  Bindungsstellen  transkriptioneller  Aktivatoren,  da  die  Aktivität 
gegenüber  dem  ‐2132/+194 HEY2 Promotor‐Fragment  nicht  mehr  gesteigert  ist.  Die  weitere 
Verkürzung  des  5'‐untranslatierten  Bereiches  lässt  ebenfalls  die  Bindung  von  transkriptionellen 
Aktivatoren  im Bereich  zwischen  ‐418 und  ‐54  sowie  ‐54 und  ‐6 vermuten. Die geringe Homologie 
zwischen  muriner  und  humaner  Sequenz  in  diesem  Bereich  gestaltet  die  Interpretation  der 
Computeranalyse  allerdings  schwierig  (Anhang 1.2,  TESS,  www.molecularstation.com).  Zukünftige 
Experimente sollten die durch Computeranalyse identifizierten, möglichen Bindungsstellen, wie zum 
Beispiel  die  identifizierten  EGR‐1  (‐292/‐284,  ‐270/‐262)  Bindungsstellen  durch  Deletions‐  und 
Mutationsanalysen  überprüfen.  Das  kürzeste  +92 Fragment  zeigte  gegenüber  dem  ‐54 Fragment 
keine verminderte Aktivität,  jedoch gegenüber dem pGL3‐Basic Vektor eine um das dreizehnfache 
erhöhte  Aktivität.  Demnach  scheinen  die  ersten  92 Basenpaare  des  5'‐untranslatierten  mRNA 
Bereiches  für  die  Rekrutierung  der  basalen  Transkriptionsmaschinerie  sowie  für  die  akkurate 
Transkriptionsinitiation  ausreichend  zu  sein.  Da  der  Kern‐Promotor  eukaryotischer  Gene  als  die 
minimale  DNA‐Region  zur  Rekrutierung  der  basalen  Transkriptionsmaschinerie  sowie  akkurater 
Transkriptionsinitiation definiert  ist  (Yang  et al., 2007),  liegt der  Schluß nahe, dass der Kern‐HEY2 
Promotor  innerhalb  der  92 Basenpaar‐Region  5' des  Transkriptionsstartpunktes  liegt.  Demnach 
befindet er sich innerhalb des Exon 1 des HEY2‐Gens. Knoch und Mitarbeiter haben sich intensiv mit 
den  durch  das  Protein  PTBP1  vermittelten  posttranskriptionalen  Regulationsmechanismen 






jedoch  durchaus  typisch.  Die  Genom‐weite  Untersuchung  humaner  Kern‐Promotoren  ergab  das 
Fehlen einer TATA‐Box  für 76 % der Promotoren. Die DNA‐Sequenz‐Motive M3  (SCGGAAGY)  sowie 
M22 (TGCGCANK) kommen hingegen häufig in den Kern‐Promotoren ohne TATA‐Box vor (Yang et al., 
2007). Im HEY2 Promotor konnte keines dieser Elemente gefunden werden.  
Die  Interaktion  der NOTCH‐Liganden DLL1, DLL3, DLL4,  JAG1  und  JAG2 mit  einem  der NOTCH1‐4 
Rezeptoren  führt  zur Abspaltung  der  intrazellulären Domäne  des NOTCH  Rezeptors  (NICD). Diese 
wandert  in  den  Zellkern  und  aktiviert  dort  zusammen  im  Komplex mit  dem  Transkriptionsfaktor 
RBP‐JК  die  NOTCH‐Zielgene  HEY1  und  HEY2  (Kume,  2010).  Die  Überexpression  der  NOTCH1 






NOTCH4  (Iso  et  al.,  2003).  Ein  Großteil  der  Analysen  zur Untersuchung  der  Regulation  der  HEY2 
Promotoraktivität wurde in der humanen Zelllinie HEK 293T durchgeführt. Grundlage für die Auswahl 
des Modellorganismus zur Untersuchung der Regulation des HEY2 Promotors war die Aktivierbarkeit 
des  NOTCH‐Signalweges  in  diesem  Zelltyp.  Tang  und  Mitarbeiter  zeigen  in  primären  humanen 
Gefäßmuskelzellen  der  Aorta  die  Induktion  der  mRNA‐Expression  von  HEY1  und  HEY2  durch 
Überexpression der NOTCH1, NOTCH2 und NOTCH4 intrazellulären Domäne. Die Überexpression der 
NOTCH1 intrazellulären Domäne führte dabei zu der stärksten Aktivierung von HEY1 und HEY2 (Tang 
et  al.,  2008).  Die  im  Rahmen  der  Arbeit  durchgeführte  lentivirale  Überexpression  der  NOTCH1 
intrazellulären Domäne führte auch in HEK 293T Zellen zu einer starken Induktion der HEY1 und HEY2 
mRNA‐Expression.  Für  HEY2  konnte  die  Induktion  erstmals  im  Rahmen  dieser  Arbeit  auch  auf 
Proteinebene  nachgewiesen  werden.  Die  in  HEK 293T  Zellen  durchgeführten  Reportergenassays 
zeigten  eine  starke  Aktivierung  des  HEY2  Promotors  durch  Überexpression  der  NOTCH1 
intrazellulären Domäne. Dies  kann  als Beweis der  Funktionalität des  klonierten 5'‐untranslatierten 
Bereiches  (5'‐UTR) von HEY2 angesehen werden. Die Aktivierbarkeit des murinen HEY2 Promotors 
durch Überexpression der NOTCH1 intrazellulären Domäne konnte durch Hayashi und Mitarbeiter in 
immortalisierten  Endothelzellen  der  Maus  sowie  in  primären  bovinen  Endothelzellen  der  Aorta 
gezeigt  werden  (Hayashi  &  Kume,  2008).  King  sowie  Nakagawa  und  Mitarbeiter  zeigen  die 
Aktivierung des murinen HEY2 Promotors  in COS7 Zellen (King et al., 2006; Nakagawa et al., 2000). 
Da  der  als  Kontrolle  verwendete  pGL3‐Control  Vektor  nach  Überexpression  der  NOTCH1 
intrazellulären  Domäne  keine  erhöhte  Aktivität  in  den  HEK 293T  Zellen  zeigte,  ist  von  einer 
spezifischen  Bindung  und  Regulation  der Aktivität  des  klonierten HEY2  Promotor‐Fragmentes  und 
nicht  von  einer  Bindung  an  das  pGL3‐Basic  Vektor‐Backbone  auszugehen.  Durch  eine  Deletions‐
analyse  konnte  zudem der Bereich, der  für die Aktivierung  verantwortlichen DNA‐Sequenz‐Motive 
stark  eingegrenzt werden.  Die  Analyse  der  Ergebnisse  lässt  eine  funktionelle,  durch  die  NOTCH1 
intrazelluläre Domäne aktivierbare RBP‐JК Bindungsstelle  zwischen den Positionen  ‐6 und +92 des 
‐2132/+194 HEY2 Promotor‐Fragmentes  vermuten.  Die  Computeranalyse  ergab  potentielle  RBP‐JК 
Bindungsstellen an den Positionen  ‐1377/‐1365,  ‐170/‐158  (Anhang 1.2, MatInspector, Genomatrix, 
komplementär)  und  +42/+49  (Anhang 1.2,  MatInspector  Genomatrix)  und  kann  somit  die 
experimentell  erzielten  Ergebnisse  bestätigen.  Die  Bindungsstelle  an  Position  ‐170/‐158  könnte 
sowohl die höhere Basalaktivität des  ‐418/+194 Fragmentes  sowie auch dessen  stärkere  Induktion 
nach  Überexpression  der  NOTCH1  intrazellulären  Domäne  erklären.  Interessanterweise  zeigen 
Nakagawa und Mitarbeiter, dass  eine  an Position  ‐208/‐198  lokalisierte RBP‐JК Bindungsstelle des 
murinen  HEY2  Promotors  eine  Punktmutation  aufweist,  die  die  Bindung  von  RBP‐JК  verhindert 
(Anhang 1.2).  Die  Mutation  der  zweiten  an  Position  ‐5/+4  liegenden  RBP‐JК  Bindungsstelle 
(Anhang 1.2)  des murinen  HEY2  Promotors  führt  zum  kompletten  Verlust  der  Aktivierbarkeit  des 
Promotors  durch  die NOTCH1  intrazelluläre  Domäne. Mittels  Electrophoretic Mobility  Shift  Assay 
(EMSA) wurde nachgewiesen, dass RBP‐JК nicht mehr an den mutierten DNA‐Bereich binden kann. In 
derselben  Veröffentlichung  wird  zusätzlich  gezeigt,  dass  die  Überexpression  einer  dominant‐
negativen  RBP‐JК Mutante  die  Aktivierung  des murinen HEY2  Promotors  sowie  die  Induktion  der 









bei  der Determinierung  des  endothelialen  Phänotyps  in  vivo  und  in  vitro  (Carmeliet  et  al.,  1996; 
Lawson et al., 2002; Mukouyama et al., 2005). Die Stimulation von endothelialen Vorläuferzellen mit 
hohen  VEGF‐Konzentrationen  (50  bis  100 ng/ml)  führt  zur  Induktion  von  HEY2  und  weiteren 
arteriellen  Markergenen.  Stimulation  mit  niedrigen  VEGF‐Konzentrationen  (2  bis  10 ng/ml)  oder 
Stimulation  in  Kombination  mit  einem  γ‐Sekretase  Inhibitor,  der  die  Abspaltung  der  NOTCH 
intrazellulären Domäne verhindert, führen zur Induktion der Expression von COUP‐TFII. Hohe VEGF‐
Konzentrationen ändern die Expression von COUP‐TFII dagegen nicht (Lanner et al., 2007; Zhang et 
al.,  2008).  Die  in  der  Arbeit  gezeigte  Induktion  des  HEY2  Promotors  durch  hohe  VEGF‐
Konzentrationen  in  arteriellen  Endothelzellen  sowie  das  Vermögen  des  COUP‐TFII  Promotors  auf 
hohe VEGF‐Konzentrationen  in arteriellen Endothelzellen nicht  zu  reagieren,  spielt möglicherweise 
eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des adulten arteriellen Phänotyps. Untersuchungen zur 
Expression  von  HEY2  und  COUP‐TFII  nach  VEGF‐Stimulation  in  ausdifferenzierten  arteriellen 
Endothelzellen existieren  in der Literatur bislang nicht, könnten  jedoch entscheidende Hinweise für 
eine  mögliche  Reprogrammierung  differenzierter  Endothelzellen  liefern.  Die  Inhibierung  der 
γ‐Sekretase  mittels  Inhibitor  führt  zum  Verlust  der  Aktivierung  des  NOTCH‐Signalweges  durch 
Liganden‐Bindung an den NOTCH Rezeptor (Doerfler et al., 2001; Lanner et al., 2007). Der klonierte 
HEY2  Promotor  zeigte  in  bovinen  Endothelzellen  der Aorta  die  18‐fache Aktivität  gegenüber  dem 
verwendeten  Basis‐Vektor.  Bislang  galt  der  NOTCH‐Signalweg  als  einziger  Regulator  der  HEY2 
Expression.  Aktuelle  Publikationen  deuten  die  Möglichkeit  an,  dass  die  Transkriptionsfaktoren 
FOXC1/2 ebenfalls direkten Einfluss auf die Expression von HEY2 nehmen können (Kume, 2010). Zur 
Bestätigung  dieser  Theorie wurde  im  Rahmen  der  Arbeit  die  Aktivität  des  HEY2  Promotors  nach 








HEY2  und  Ephrin B2.  Die  untersuchten  Liganden  und  Rezeptoren  des  NOTCH‐Signalweges  NRP1, 
JAG1, DLL4 und NOTCH4  zeigten  jedoch  keine  verminderte  Expression  (Korten  et al.,  in Revision). 
Mittels  HEY2  Promotor  Reportergenassay wurde  überprüft,  ob  COUP‐TFII  durch  Bindung  an  den 
HEY2 Promotor die Aktivität des Promotors direkt  reprimieren  kann. Da  im Rahmen dieser Arbeit 
gezeigt  werden  konnte,  dass  HEK 293T  Zellen  sich  hervorragend  als  Modellorganismus  für  die 
Analyse der Regulation des NOTCH‐Signalweges durch Interaktionspartner eignen, wurden HEK 293T 
Zellen mit einem lentiviralen COUP‐TFII Überexpressionsvektor transduziert. Die Transduktion führte 












mikroskopischen  Aufnahmen  beider  Zelltypen  zeigten  die  Überexpression  sowie  die  korrekte 
Lokalisierung von COUP‐TFII im mit DAPI gefärbtem Zellkern. Die Lokalisierung stimmt somit mit der 
von  humanen  arteriellen  Endothelzellen  überein  (You  et  al.,  2005).  Auch  die  Verminderung  der 
COUP‐TFII  Expression  in  humanen  venösen  Endothelzellen,  durch  Anwendung  lentiviraler  shRNA 
Partikel gegen COUP‐TFII, führte zu keiner nachweisbaren HEY2 Promotoraktivität (Daten sind nicht 
Bestandteil dieser Arbeit). Hayashi und Kume zeigen, dass neben dem NICD/RBP‐JК Komplex FOXC1 




des  Transkriptionsstartpunktes  neben  sieben  COUP‐TFII  Bindungsstellen  auch  fünf  RBP‐JК 
Bindungsstellen  aufweist  (Sorensen  et  al.,  2009). Möglicherweise wird  über  diese Bindungsstellen 
eine zelltypspezifische Regulierung des NOTCH‐Signalweges durch den Repressor COUP‐TFII und den 
Aktivatorkomplex NICD/RBP‐JК  vermittelt. Warum  die Überexpression  von  COUP‐TFII  in  humanen 
arteriellen Endothelzellen nicht zur Verminderung der NRP1 Expression, jedoch zur Verringerung der 




Die  verringerte  mRNA‐Expression  des  NOTCH4  Rezeptors  nach  lentiviraler  Überexpression  der 
NOTCH1  intrazellulären Domäne  lässt einen negativen Feedback‐Mechanismus zur Regulierung der 
Aktivität  des  NOTCH‐Signalweges  vermuten,  zu  dem  bisher  keine  Veröffentlichungen  erschienen 









zum  Anstieg  der  Expression  von  COUP‐TFII  (Lanner  et  al.,  2007;  Sorensen  et  al.,  2009).  You  und 
Mitarbeiter  postulieren  die  Inhibierung  des  zentralen  NOTCH‐Signalweg‐Regulators  NRP1  durch 
COUP‐TFII (You et al., 2005). Sorensen und Mitarbeiter vermuten, dass die Aktivierung des NOTCH‐
Signalweges das Resultat der Balance der kompetitivem Bindung des Repressors COUP‐TFII und des 
Aktivatorkomplexes  NICD/RBP‐JК  an  den  NRP1  Promotor  ist  (Sorensen  et  al.,  2009).  Kang  und 
Mitarbeiter  zeigen,  dass  COUP‐TFII  den  VEGFR2  Promotor  reprimiert  und  die Überexpression  der 
NOTCH1 intrazellulären Domäne die NRP1 und VEGFR2 Protein‐Expression erhöht (Kang et al., 2010). 
Auch HEY2  fungiert  als  transkriptioneller  Repressor  durch  seine  bHLH Domäne  (King  et  al.,  2006; 
Nakagawa et al., 2000). Da der genaue Mechanismus der  Interaktion des NOTCH‐Signalweges mit 









Deletionsanalyse  des  COUP‐TFII  Promotors  konnte  den  für  die  Regulation  höchstwahrscheinlich 
verantwortlichen Sequenzbereich auf den Bereich zwischen ‐235 und ‐35 des ‐2518/+1392 COUP‐TFII 
Promotor‐Fragmentes  eingrenzen.  Die  Computeranalyse  dieser  Promotorsequenz  konnte  das 








Diez  und Mitarbeiter  zeigen  die  Erhöhung  der  HEY2 mRNA‐Expression  und  die  Verringerung  der 
COUP‐TFII  mRNA‐Expression  in  murinen  embryonalen  endothelialen  Vorläuferzellen  (EPCs)  nach 
Kultivierung unter Hypoxie. Die im Rahmen dieser Dissertation gezeigte Repression der Aktivität des 
COUP‐TFII Promotors durch Hypoxie in Endothelzellen liefert somit einen deutlichen Hinweis auf die 
Funktionalität des  klonierten COUP‐TFII Promotorbereiches.  Zu bemerken  ist  jedoch, dass die  von 




















dass  die Überexpression  von HEY1, HEY2  oder  der NOTCH1  intrazellulären Domäne  ebenfalls  zur 
Verringerung  der  COUP‐TFII  Protein‐Expression  in  humanen  lymphatischen  Endothelzellen  führt. 
Zusätzlich  können  sie  zeigen,  dass  die  Überexpression  von  humanem  HEY1  oder  der  humanen 
NOTCH1  intrazellulären Domäne zur Reprimierung eines 2 kb  langen murinen COUP‐TFII Promotors 
in  HEK 293T  Zellen  führt  (Kang  et  al.,  2010).  Möglicherweise  wird  die  Promotoraktivität  von 
COUP‐TFII  differentiell  und  zelltypspezifisch  durch  den  NOTCH1  Rezeptor  und  sein  Zielgen  HEY2 
reguliert.  Posttranskriptionelle  Regulationsmechanismen  könnten  entscheidenden  Einfluss  auf  die 
Stabilität der COUP‐TFII mRNA nehmen und den  im Rahmen der Arbeit  erbrachten Nachweis der 










Die  Transkriptionsfaktoren  FOXC1  und  FOXC2  spielen  eine wichtige Rolle  bei  der  Entwicklung  des 
Blutgefäßsystems  (Papanicolaou et al., 2008). Beide Faktoren  sind  in der  Lage, die Expression von 
DLL4, NOTCH1/4 und HEY2  zu beeinflussen  (Lin et al., 2007). Die DNA‐Sequenz‐Motive von FOXC1 
und FOXC2 sind ähnlich, jedoch nicht identisch (Seo et al., 2006). Die Überexpression von FOXC1 und 
FOXC2  führte  zu  einem  starken  Aktivitätsverlust  des  HEY2  Promotors  in  HEK 293T  Zellen.  Ein 
synergistischer  Effekt nach Überexpression  von  FOXC1/2  in  Kombination  konnte  nicht  beobachtet 
werden.  In  bovinen  Endothelzellen  der  Aorta  konnte  nur  FOXC2  die  Aktivität  des  Promotors 
beeinflussen. Die durchgeführte Deletionsanalyse des ‐2132/+194 HEY2 Promotor‐Fragmentes belegt 
mit hoher Wahrscheinlichkeit eine direkte Bindung von FOXC2 an den HEY2 Promotor im Bereich von 
‐6/+92.  Die  Computeranalyse  des  Sequenzabschnittes  (Anhang 1.2)  mit  den  Programmen 
MatInspector (Genomatrix)  und  TESS (www.molecularstation.com)  ergab  bisher  keine  putative 
FOXC1/2  Bindungsstelle  in  diesem  Bereich.  Hayashi  und  Kume  konnten  jedoch  zeigen,  dass  die 
Aktivität  des murinen  HEY2  und  DLL4  Promotors  in murinen  embryonalen  Endothelzellen  durch 
Überexpression von FOXC1 oder FOXC2  stark erhöht wird. Sie  zeigen weiterhin, dass FOXC2, nicht 
jedoch FOXC1 direkt an den am HEY2 Promotor assemblierten NICD/RBP‐JК Komplex binden. Die  in 
der Publikation  identifizierte  FOXC Bindungsstelle des murinen Promotors  ist  an Position  ‐104/‐83 
lokalisiert  (Anhang 1.2).  Für  NICD/RBP‐JК  konnte  durch  Computeranalyse  eine  Bindungsstelle  an 
Position  +42/+49 des humanen  ‐2132/+194 HEY2 Promotor‐Fragmentes  gefunden werden, die mit 
FOXC2  interagieren  könnte  (Anhang 1.2,  MatInspector,  Genomatrix).  VEGF  konnte  dabei  die 
Induktion des HEY2 Promotors durch FOXC1/2 verstärken (Hayashi & Kume, 2008). Da der VEGF‐ und 
NOTCH‐Signalweg ein  zentrales Element der arteriovenösen Differenzierung  von Endothelzellen  ist 
(Hirashima, 2009), erfolgt möglicherweise eine zelltypspezifische Regulation des HEY2 Promotors  in 
differenzierten  bzw.  embryonalen  und  Endothel‐Vorläuferzellen.  Durch  VEGF  vermittelte  post‐
translationelle  Modifikationen,  wie  Phosphorylierungen,  könnten  eine  wichtige  Rolle  bei  der 
Aktivierung von FOXC1/2  spielen und  so die Regulation des NOTCH‐Signalweges beeinflussen. Seo 
und Mitarbeiter  zeigen  in murinen embryonalen Endothelzellen die  Induktion der NOTCH4 mRNA‐
Expression nach Überexpression von FOXC1 oder FOXC2 (Seo et al., 2006). Die im Rahmen der Arbeit 
nachgewiesene  Verminderung  der  NOTCH4 mRNA‐Expression  in  HEK 293T  Zellen  ist  als  weiterer 
Hinweis  für  eine  mögliche  zelltypspezifische  Regulation  des  NOTCH‐Signalweges  zu  werten. 
Untersuchungen  zur  Regulation  des  NOTCH‐Signalweges  durch  FOXC1/2  in  humanen  adulten 
Endothelzellen  existieren  bisher  nicht.  Diese  sind  jedoch  notwendig,  um  die  widersprüchlichen 
Ergebnisse der zitierten Literaturdaten und der vorliegenden Ergebnisse zu klären. 
Die im Rahmen der Arbeit gezeigte hohe Expression von FOXC1 in humanen venösen Endothelzellen 
könnte  für  die  komplette  Repression  der  Aktivität  des  HEY2  Promotors  in  venösen  Zellen  mit 











Der  Einfluss  biomechanischer  Kräfte  für  die  Ausbildung  der  strukturellen  und  funktionellen 
Unterschiede von Arterien und Venen wurde  jahrelang kontrovers diskutiert  (dela Paz & D'Amore, 
2009; Lin et al., 2007; Swift & Weinstein, 2009). Im Rahmen der Arbeit konnte gezeigt werden, dass 






Promotoraktivität  durch  turbulente  Strömungsbedingungen  in  einer  erhöhten  HEY2  Protein‐
Expression  resultieren,  könnte  sie  sich  möglicherweise  direkt  auf  die  Expression  von  COUP‐TFII 
auswirken.  Die  so  erzielte  Verringerung  der  COUP‐TFII  Expression  könnte  zu  einer  Erhöhung  der 
eNOS Expression und der NO‐Abgabe beitragen.  
Da hohe  turbulente  Strömungen  im Gefäßsystem die  Entstehung  von Arteriosklerose begünstigen 




käme,  sollten  für  weitergehende  Untersuchungen  humane  Endothelzellen  der  Koronararterie 






Zusammengefasst  lässt  sich  folgendes  Modell  zur  Differenzierung  des  venösen  oder  arteriellen 
endothelialen Phänotyps aufstellen: Die Determinierung des Phänotyps wird entschieden durch das 
Gleichgewicht  der  Expression  der  Interaktionspartner  des  NOTCH‐Signalweges.  Abbildung 4.1 
verdeutlicht  diesen  Prozess  schematisch.  Der  VEGF  Co‐Rezeptor  NRP1  und  der  VEGFR2  sind  die 
entscheidenden  Aktivatoren  des  NOTCH‐Signalweges  im  Rahmen  der  arteriovenösen  Differen‐




zur Abspaltung der NOTCH  intrazellulären Domäne  (NICD) des Rezeptors. Die NICD wandert  in den 
Zellkern  und  aktiviert  dort  zusammen  im  Komplex mit  dem  Transkriptionsfaktor  RBP‐JК  die Gene 
HEY1,  HEY2  und  NRP1.  Die  Transkriptionsfaktoren  HEY1  und  HEY2  reprimieren  über  einen 

















Erkrankungen  des  Herz‐Kreislaufsystems  sind  die  häufigste  Todesursache  in  Deutschland.  Eine 
gestörte Funktion des Gefäßendothels spielt bei der Entstehung von Herz‐Kreislauferkrankungen eine 
Schlüsselrolle. Das  Risiko  einer  kardiovaskulären  Erkrankung  ist  bei Diabetikern  stark  erhöht. Der 
Transkriptionsfaktor COUP‐TFII spielt eine essentielle Rolle  im Glukosemetabolismus. Gleichzeitig  ist 
er  für  die Differenzierung  von  Endothelzellen  von  großer  Bedeutung.  Für  die Differenzierung  und 
Aufrechterhaltung des arteriellen und venösen Phänotyps von Endothelzellen sind dabei maßgeblich 
der NOTCH‐Signalweg und  insbesondere die  Transkriptionsfaktoren HEY2  (arteriell) und COUP‐TFII 
(venös)  verantwortlich.  Gesteigerte  Glukosespiegel  könnten  somit  Auswirkungen  auf  die 
Differenzierung  von  Endothelzellen  haben  und  damit  einen  neuen Mechanismus  für  das  erhöhte 
Risiko von Gefäßerkrankungen bei Diabetikern darstellen. 
 
Im  Rahmen  der  Arbeit  konnte  die  exklusive  Expression  von  COUP‐TFII  im  Zellkern  von  humanen 
venösen  Endothelzellen  nachgewiesen  werden.  Humane  arterielle  Endothelzellen  zeigten  keine 
Expression  von  COUP‐TFII.  Außerdem  konnte  im  Rahmen  der  Arbeit  erstmals  die  spezifische 
Expression von COUP‐TFII in humanen Endothelzellen der Koronararterie nachgewiesen werden. Die 




der  COUP‐TFII  Expression.  Eine  Translokation  von  COUP‐TFII  aus  dem  Zellkern  in  das  Zytoplasma 
konnte  nicht  nachgewiesen  werden.  Die  Langzeitstimulation  führte  interessanterweise  zu  einer 
Verminderung  der  COUP‐TFII  Expression  und  zu  einer  Erhöhung  der  Expression  von  E‐Selektin.  In 
beiden  Fällen  zeigte  sich  keine Beeinträchtigung der  Expression durch  Insulin. Die durchgeführten 
Untersuchungen schließen eine Beteiligung des AKT‐Signalweges an der Regulation aus. Es zeigte sich 
jedoch,  dass  humane  venöse  Endothelzellen  als  Insulin‐sensitives  Gewebe  mit  funktionsfähigem 
AKT‐Signalweg  einzustufen  sind.  Stimulationsversuche mit  L‐Glukose  zeigten  keine  Regulation  der 
COUP‐TFII  Expression.  Eine  osmotische  Wirksamkeit  der  hohen  Glukosekonzentration  auf  die 
Expression von COUP‐TFII konnte somit ausgeschlossen werden. Die Deletionsanalyse des COUP‐TFII 







Expression  von  COUP‐TFII  in  humanen  venösen  Endothelzellen  gezeigt werden.  Diese  könnte  die 
Ursache  für die Verminderung der E‐Selektin Expression nach Herabregulation von COUP‐TFII  sein. 
Durch  die  Anwendung  einer  Plattenkegel‐Viskometer‐Apparatur  konnte  gezeigt werden,  dass  die 
NO‐Abgabe  entscheidend  von  den  Strömungsbedingungen  und  Scherkräften  abhängig  ist.  Die 
Stimulation arterieller Endothelzellen mit  laminarer oder oszillatorischer  Schubspannung  führte  zu 
einer Erhöhung der NO‐Abgabe. Turbulente Schubspannung zeigte dagegen keinen Einfluss auf die 







Die  beschriebene  Regulation  von  COUP‐TFII  durch  Glukose  in  Endothelzellen  könnte  eine  neue 
Erklärung  für die gesteigerte Rate an Gefäßerkrankungen von Typ2‐Diabetikern darstellen. Bei der 




und  arteriellen  Endothelzellen  gezeigt werden.  Die  Untersuchung  der  Expression  von  FOXC1  legt 
nahe, dass es sich bei diesem Transkriptionsfaktor ebenfalls um ein  in Endothelzellen arteriovenös 
differentiell  exprimiertes Gen  handelt. Die  differentielle  Exprimierung  von HEY2  in  Endothelzellen 
konnte  auf  transkriptioneller  Ebene  zusätzlich  durch  ein  HEY2  Promotor  Funktionsassay  gezeigt 
werden. 
Die  Überexpression  der  NOTCH1  intrazellulären  Domäne  führte  zur  Induktion  der  endogenen 
Expression der NOTCH‐Zielgene HEY1 und HEY2  in HEK 293T  Zellen.  In dem  Zelltyp durchgeführte 
Reportergenassays  zeigten  ebenfalls  eine  deutliche  Aktivierung  des  HEY2  Promotors  durch  die 
Überexpression  der  NOTCH1  intrazellulären  Domäne.  Durch  eine  Deletionsanalyse  konnte  der 
Bereich,  der  für  die Aktivierung  verantwortlichen DNA‐Sequenz‐Motive  stark  eingegrenzt werden. 
Weiterhin konnte die  Induktion des HEY2 Promotors durch VEGF und seine Repression durch einen 
γ‐Sekretase Inhibitor nachgewiesen werden.  
Die Überexpression  der NOTCH1  intrazellulären Domäne  führte  zur  Verringerung  der mRNA‐  und 
Protein‐Expression  von COUP‐TFII  in HEK 293T  Zellen. Dieses  Ergebnis  konnte  zusätzlich durch  ein 
COUP‐TFII Promotor Aktivitätsassay nach Überexpression des NOTCH‐Zielgens HEY2 gezeigt werden. 
Die  Deletionsanalyse  des  COUP‐TFII  Promotors  lässt  eine  direkte  Inhibition  von  COUP‐TFII  durch 
HEY2 vermuten. Die Überexpression von COUP‐TFII führte zu einer starken Induktion der COUP‐TFII 




könnte  somit  in  Kombination mit  COUP‐TFII  für  die  komplette  Repression  der Aktivität  des HEY2 
Promotors  in  venösen Endothelzellen  verantwortlich  sein. Die durchgeführte Deletionsanalyse des 
HEY2 Promotors legt eine direkte Bindung von FOXC1 und FOXC2 an den HEY2 Promotor nahe. 
Die  erzielten  Ergebnisse  dieser  Arbeit  sprechen  im  Kontext  mit  der  Literatur  für  eine 
zelltypspezifische Regulierung/Aktivierung des NOTCH‐Signalweges und  lassen folgendes Modell zur 
Differenzierung  des  venösen  oder  arteriellen  endothelialen  Phänotyps  vermuten:  Die 
Determinierung  des  Phänotyps  wird  entschieden  durch  das  Gleichgewicht  der  Expression  der 
Interaktionspartner des NOTCH‐Signalweges. Der VEGF Co‐Rezeptor NRP1 und der VEGFR2 sind die 
entscheidenden  Aktivatoren  des  NOTCH‐Signalweges.  Die  Balance  der  Bindung  des  Repressors 
COUP‐TFII an den NRP1 und VEGFR2 Promotor sowie des Aktivatorkomplexes NICD/RBP‐JК an den 
NRP1 Promotor sind damit entscheidend für die Aktivität des NOTCH‐Signalweges. NRP1 bindet VEGF 
und  steigert  gleichzeitig  dessen  Bindung  an  den  VEGFR2.  Dies  führt  zur  Induktion  von  DLL4.  Die 
Bindung  von  DLL4  an  die  NOTCH1/4  Rezeptoren  führt  zur  Abspaltung  der  NOTCH  intrazellulären 
Domäne  (NICD) des Rezeptors. Die NICD wandert  in den Zellkern und aktiviert dort  zusammen  im 
Komplex mit dem Transkriptionsfaktor RBP‐JК die Gene HEY1, HEY2 und NRP1. Die Transkriptions‐




































































































































































































































































































































































































































































































                                                                                                           > -2518 
    human (-2518)                                                                                        --TGACTTTATGG 
   murine (-2551)                                                                                        AGTGAAGCACCTC 
 
                   
    human (-2507) CAGCCCTGTGATCATT---TGCCTAGCAGGCTCCAATTTG----TTAAGATATGGTTGGGAAATTAT-TCCATTTTAATCTAAGGCCATC-ACGCATACT 
   murine (-2538) TAACTCTGTGGTAGTTATGTGCCTAGCTGGCTGTAATTCTACAATTCATATATACATATATATATATATATATATATATATATACATATATATATATATT 
                                                                                    
                                                                       RBPJ-kappa   
                   
    human (-2416) TCAAATTCCAAAAATCTCTAAGTGGAC---TGGGGAA---------GCTCTTCCTCCTCGATATTGTTC-CTTCCCATGTTTGT---------------- 
   murine (-2438) TGAAGTCTATAATTTCTTTAGCTTGAAAAATGAGGAACACACACACGAAGCTTCTCCTCAAAAATCACCTCTTCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT 
 
                   
    human (-2345) ----------------AAAAGGTAATCT-GCTATGGAAGT--CT-CATTCAGGAGGTGAGATGAAGATTTCCCTATAATCAATTATTTTCATCCTCTA-- 
   murine (-2338) GTGTGTGTGTATGTGTAAAAAGTAATCTTGACATGGAAATGGCTGCACTGGAGAGGCAAGATTAACATTTCTCCATAATCAATTATGCTCATCTATTAAG 
 
                   
    human (-2267) TTGAGATGGGAATGCCCATTAGATTTCCTATCTCAACCCCAGTCTCATCACATCTCAGCTGAGCTTGTCCCGAATCTGCTGACATTTGTAACATTAGC-A 
   murine (-2238) TCGAGATGGGGCTACCTATTAAATTTCCTGTGTCAGCCTCAGTCTCACTATAT----GCTGAGCTTGCCTCTAATCTG---ACATTTGCAGTATCAAATA 
 
                   
    human (-2168) ATTCCTGAA-TCATAGAGGTTGGAAGGGAAAACAACAACAACTACCAAAAACCTTCTCCTGTGTAATGATTTCTTTTCCATCCTTCTTATCCTCTTTAGG 
   murine (-2145) ATTCCTTAAATCAGAGAAGTTTTTTTTAAAGAC-----------CCACAA---TTCTC---TGAAATGACTTATTTTCTATCTTTCTTATTCTCTGTAGG 
 
                   
    human (-2069) AGAAAGTTATATTGTGTCTCTAATTAACCTGAAATTCTCAGCTTGGCTTCATTCTGTGGCAATCTTATTACACACCAGGTTTATGATAGTTCAGTGTCCA 
   murine (-2062) AGAAAGTTATATGGTGTCTCTAATCAGCCAGAAGTGCTCAGCCTAGCTTTACTCTATGACCACCTTATTACACACCAGGTTTATGATAGGCTAGTACCTG 
 
                   
    human (-1969) CTATAGGTTTGCTGGGCTTTTTTTTTTTTTTTTAACAACTTTCAAATAAACCGAGAACCTGCAGCTTTAGTGAAATACGTGATTTCATCGGAGAAAGAGT 
   murine (-1962) CTATAGCT----TG------TT----ATTTCTTAA-AACATTCAAATAATCACAGCACCTGCCGCTGTAGTGCAATATGTGAGTTCTGTGGAGAAAGGG- 
 
                   
    human (-1869) GAGGGCTGAG---GTTTCGGGAATGAAGCTTAAAGAAGATTTTT------CCTTTCCTAAAAACCAGCCCCTATCTGCCCAGATCTTTAG----TCCTTA 
   murine (-1878) -AAGGCTGAGAAAGATTTCAGGGTGAAGCTTAAATAGGATTTTTTTTTCTCTTTGCCAAAAAGTCAGCGTCTGCCTGCCCATATCTTTCTGCCCTCCTTG 
 
                   
    human (-1782) CCTCATATTCTGCCTATGTGTGTAAAGAGAATTGAATGTAAAATGTGATCTATGCATGTCAATTATATGTATGGTTTATTTT--TAAAATATC-TTTACC 
   murine (-1779) TCTCACACTCTGTCTCTATGTGCAAAAGAAACTGCCCCGAAAGCGTGGTTTTCTCATGTCAACTGTATGTTCAGTTCATTTTACTAAAGTAAAATTTACA 
 
                                                                                                      > -1602 
    human (-1685) CTGTCAATTTTTTTTTCAGCTACCAAGGATGTTTTCTGTGGTCATCAATTTACTCTTCATA-TGTGTTCATTTCTTTCCTGGAGCTCAGCGTCTTTTGTG 
   murine (-1679) CTGCCAAATTTCT--GCA-CTACCAAGGATGCTTCCTAAAGTTGTTGTTTTACTCTTTGTGGTGTCTTCTTTTCCCTCTTGTAGCTCAGCAAATTTTATG 
 
                   
    human (-1586) T----AAAATATTTTAATTGTTCACAAACCTGGTTGGTTTACCGGCATGAGGTTTTTTCTTGGTGCAAAGTGTGTACAAAGGAGACACAATTTTCTTGTA 
   murine (-1582) TTAAAAAAATAATTTAATTGTTGGTAAACCTGTTTGACTTA--TGGATTTAGTTTTGTCTTGGTTCAAAGTAT-TCCCTATTAAAAACAAATTTCTCATA 
 
                   
    human (-1490) TAAATGTGGAATAATGATAATTCACTAACTGGTC---AT-AAACAACAAGTTTACTGCGTTGGAATATAGTGTGTTCTGAGAGC---------AATTCTA 
   murine (-1485) CAATTATGGAATTCTCACAATCAACTAGCGGGTCTAAATCAAACAGCAAGTTTAGTCAGTAG-AATATAATGTGTCCTGGAGGTTGGTTATAGAACTATA 
 
                   
    human (-1403) CATGTTTGATGTTTAAAACC-AGACACCCTGGAATTCAAAGACACAACTGTCTCAATTATTTTAGCACATGGAGCAGAATGGCAA------TAGGCTATG 
   murine (-1386) TATGCTTTATGGTTAAAACTGAGGCACA----AAGTCAAAGATACATCAATATCATTGGTTTGAGCGTCTTGAGATGAATGACACGGACAGTAGGGTTTG 
 
                   
    human (-1310) AAGTTGTTCTTTTTGCAGTGACTTCTTGAGGTAGAATATGGCTTGGGTTTGGTTCTTGTGACCTGTACTAGTATTATTTCCCATTTGGGGCAGAATCTCT 
   murine (-1290) --TTTGTTTTTCCTGCAGTGGC----TGAGGTAGACTATGGCGTGTTTGTGGCTCTTATGAGTTATGCTGGTATTATTGCC-ATTTGGAGCAGGCTCGCT 
 
                   
    human (-1210) GGGTGCGTTTTAATGACTATATGAATGCTTAAAAGGAACTTGAGGAACAATGAAGTCCGTACTCAACTGTTCTATGACCTAGAAGCATAGTCGGTGAAGT 
   murine (-1197) GGGTGTGTTTTAATGACTATATGAGTATTTAAAGAGAATTT---GAACAATGAAGTCCATATTCAACTGTTCTATGACCTAGAAGCGTCGTCTTGGACGT 
 
                   
    human (-1110) CTTTGTCTGTGTACATTGACAAATGTGCATCTGATACATGTGCGCTTACATGTGTGTACAGAGGGTGTGCACAGGGGAGGCTGGGCGGCTGCCTCCTCCT 
   murine (-1100) CTTTGTCTGGGTACATTGACAAATGTGCATCTGATACATGTGCGTTTACATGTGTGTACAGAGGGTGTGCACAGGCAAGGCTGAGAGGCTGCCTCCGCCT 
 
                   
    human (-1010) GTCCATCAGTGGGCAGA--GGTCTTTC-CCCTCTCACCATGACTGGGTGTGTGGCAGGATGTTGGCTGGAGAGTTAGCTAAAACCAGCGAGAGAGGGTAA 
   murine (-1000) GTCCATCAGCGGACAGAAAGGTCTTTCTCCCTCTTTTCATGACCGGGTGTGTGACAGGTCACTGGCTGGCCAGTTAGCTAAAACCAATAAGAGAGGATAA 
 
                   
    human  (-913) AGTTGAGGAAAATTGATTCTAATTGCATCATGACAATCAGATGAAGTCTATTTCTGCTTCTCAGCATCCGAGATGCTTTATTTGGGCAATTAAAATGTCA 
   murine  (-900) AGTTGAGAGGAATTTATTTTAATTGCATCATAACAATGAGGTGAAGTCTG---GTGTTTCTCAGCATCCGAGATGCTTCATTTGAGCATTTAAAATGTCA 
 
                                        > -791 
    human  (-813) GGCCACATACCTGTGAAATGTTAACCCTACAAGGAATAAA-CAGAAACAGAACGGCCTTTATCCTCTGAAAAGAATATATGTCATATATATATGTCACCA 
   murine  (-803) GGCCACAAATCTATAAAATATTAGCCCTCCAAAGAAAAAGGCAAATATCGAACGGTTTCTTTTC-CTATAAACAAACAAACAAACAAAAAGGAGCTACCA 
                                                                                                                      
                                                      FOXL1                                                     NFS 
                                                                                                                
                                                                                                        TFIID 
                                                                                                                  
                                                                                                        CF2-II 
                   
    human  (-714) AACCGAACAAGTGATCAGAGTTAATTAAGAGAAGGGTTTGCCATCACCCGGATCTGGCCAACTCTTTCGTTTGGAAAATGCCTACAAGCTCAGTTCGTGG 
   murine  (-704) AGCCGAGCAAGTGATGGGAATTCATTAAGCAAAGGATTTGCCACCCTTCGGATCTAGCCAAATCTTTGGTTTG-----------CAAGCCCAGATCCCGG 
                                                       
                                              Klf4 
                                            
                                     vHNF-1 
                   
    human  (-614) CACCTTCCCACCCTCACTCCCTATCCCTCTGCAAAGAAACC-AGGGAACTTTTC-----TTTGGCATTGTGGGTACTAAG--ATGCGCCAGGAGTCCCGG 
   murine  (-615) CACCTTGCCACCTCCGCTGCGTACCCCTCTACAAAGAAGGGGAGAGCATTATTCAGTCTTTTGGAATAGTGGGTTCTACATAATGCGCCGGGAGTCCCGG 
                                                                                         





    human  (-522) GTGGTGCGCGAGCGGCGGAATTCGTGACATCGCCAAGTTGCGAGAGGCAAACTCCCCGATTCCATCCAAAGCCTCTCGCGGAGCCTTTAAGAGACGTTGT 
   murine  (-515) GTGGACCGCGAGCGGCGCATTTAGAGGCATCGCCAAGTTGCGAGAGACTAAGTCTTTGGCTCCATCCTCAACCCCTTGCGGAGCCTTTAAGAGTCGTAGT 
                                                                      
                                                              NFAT-1 
                   
    human  (-422) GTGTGCGCGCTGCGCTAGTCTCCCCGCCGGGGCGGAAACCTCGGGTGCGGGATGTGGGGAGAGCAGAGGCAGCGCTCGCAGGGCCAGCACGGGCCCATCC 
   murine  (-415) GTGTGCGCCGCGCGCTAGTCTTGCCGCCAGGGCGGAAACCACTG-TGCCCGATGCGGGGCGGCCGGGGTCCGCGCTC-CGGGGTCCACCCGGGCCCATCC 
                                                                               
                                              GCF                        MZF1 
                                                      
                                              EGR-2 
 
                                                                                                         > -235 
    human  (-322) CCCTCTCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGCGGCCACCCCGTCCCCGCCCCCCCAACCCCCGGTCCCCCGCGTGCCCCGCGCCGCGCCGGCGACGCCGCTC 
   murine  (-317) CCCTCTCTGTGGC--CAG----GACCGCGCGGCCACCC-GTCCCCGCCCCCC------TCCGTCCCC-GCGCGCCCCGTGCGGCTGTCTCGACGCCGCTC 
                                                                                                      
                                           GCF                 ETF               EGR-1        ETF 
                                                                                                  
                                ERG-2                 USF                                 E2F-1 
                                                                                            
                                                                                    ARNT-AHR 
                 
    human  (-222) GCGCTAGGACCGGGCTGCGCCCGCGGCCGCCATGGCGGGGCCGCCGCAGTCCGGCCAATGACGGCGAGGGGGCGGCGCGCGCGCGCCTGGCCAGGCCAAC 
   murine  (-231) GCGCTAGGACCGGGCTGCTCCCGCTGCCGCCATGGCGGGGCCGCTGCGCTCCGGCCAATGACGACGAGGGGGCGGCGCGCGCGCGCCGGGCCAGGCCAAC 
                                                                                                          
                                              YY1                    CBF/NF-Y              HES/HEY                   
                                                                                                   
                                    AP-2alpha                                               GCF 
                                                                                                 
                                                                                         SP1 
                                                                                              
                                                                                     EGR-2 
 
                                                                                                         > -35         
    human  (-122) CCCGGCTGCTGCCTTATAAGGCGCGCCGTCGCCATGGCAACGTGCGCTAAGTTGCAGCAGTCGTGTCAAAGTTCACTATATAGAGAGCTCAGTGAGCTGA 
   murine  (-131) CCCGGCGGCTGCCTTATAAGGCGCGCCGTCGCCATGGCAACGTGCGCTAAGTTGCAGCAGTCGTGTCAAAGTTCACTATATAGAGAGCTCAGTGAGCTGA 
                                                                                                                
                             SRF/SAP-1          YY1                              HRE (HNF4α)                  
                                                                                                 TFIID/TBP 
                                               RFX1                                               
                                                                               PPARgamma 
 
                                        1(human)(1 murine)                                                             
    human   (-22) TCGCGGAGAAGCCACTTCTGCCAGCCCCGGCGCCTATAAATCGCATTCCCTCCCGCGCCCCCCTTTTTAGCATATTTGATCACTTTGATTCTCTGTTCTT 
   murine   (-31) TCGCGGAGAAGCCACTTCTGCCAGCCCCGGCGCCTATAAATCGCATTCCCTCCCGCGCCCCCCTTTTTAGCATATTTGATCACTTTGATTCT--GCTCTT 
 
                   
    human    (79) TTCTCTCCGCGGTGTGTGTGTGCGTGCGCGCGTGTGTGTTTTCTTCTTCTCCTCCTCCTCTCCCCGAGTTGCCTCCTTTCTCCGGGTGCCGTACTGCCTT 
   murine    (68) TTCTCTCCGCGGTGTGTGCGTGCGTGCGCGCGTGTGTGTTTTCTTCTCCTCCTCCTCCTCTGCCGGAGTTGCCTCCTTTCTCCGGGTGCCGCGCTGC--- 
 
                   
    human   (179) TTTTCCCCTCTTTCATTCTTTCTCTCCGTCTTTTTCTCCCCCCTCTGCGCACGAAGGATGTGCTTCTAGGTGGTGATCTGCCCTCCTCTCTCTCTTTTAT 
   murine   (165) -TCTTCCCTCTTTCATTCTTTCTCTCCGT----TTCTCCCCCCTCTGCGCACGAAGGATGCGCTTCTAGGTGCTGATCTGCCCTCCTTTCTCTCTT--AT 
 
                   
    human   (279) CATTTCTCCCCCGCCGCCGGCGAGTTGACTCTTTCCCTATGTGTGTGAGGCGGCGGCGGCAGCAGCAGCAGCAGC------------GGCTCC---GGCG 
   murine   (258) CATCTCTCCCCCGCCGCCGGCGAGTTGACTCTTTCCCTATGTGTGTGAGGCGGCGGCGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCGGCTCCACCGGCG 
 
                                                                                                     > Start Intron 1 
    human   (364) GCGGCAGCAGCGGCAGCAGC---GACTTCAGCGGCGGCGGCGGCGCTAGACGCAGCGGCTCCGGGCCCGACCCGGCGGCTTCGGCGGCGGCTCCGGCGGC 
   murine   (349) GCGGCAGCAGCGGCAGCAGCAGCGACTCCACCGGCGGCGGCGGCGCTAGACGCAGCGGCTCCGGGCCCGACCCGGAGGCTTCGGCGGCGGC--------- 
 
                                                            Intron 1 
    human   (461) AGCGGCGGCCCGGGCGGCCCGCAGGGAACGGCGAGCGGCCTCCACCCAGCGACTGCGG--GCGGCGGCGGCCGGAGAGAGCGAGGCGCGCGCCGGACGCC 
   murine   (448) GGCGGCGGCCCGGGCGGCCCGCGGAGAGCAACGAGCGGCCTCCGAG-AGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGTCCGGAGCGAGCGCGGCGCGCGCCAGGCGCC 
 
                                                            Intron 1 
    human   (561) CGGGGCAGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCAGCGCCAGGACGACGCCGCGCAGCGCCCGACGCGGACCACTTTCATGCTGATTCCCCCGGACCCGGGCAGCGC 
   murine   (545) CGGGGCAGGAGGCGGCGGCGGC---CCAGCGCCAGGACGACGCCGCGCAGCGCCGGACGCGGACCACTTTCATGCTGATTCCCCCGGACCCGGGCAGAGC 
 
                                                            Intron 1 
    human   (661) TCCGGCCACTCCGCGGGCCGCCGGCCTCCGCCCCGGCCTGCCTGGCTCCCTGGGCGCGCCCGCACCCGGCGCCTCCGATCTCCTAGTCCTCCTGATTTCG 
   murine   (645) TCCGGCCACTCCGCGGGCCGCCGGCCTCCGCCCCGGCCTGCCTGGCTCCCAGGGCGCGCCCGCGCCCGGCGCCTCCGCTCTCCCAGTCCTCCTGATTTCG 
 
                                                            Intron 1 
    human   (761) ATGGCTTTCCTGAATGGCTGACTGTGGGCTGCCCTGGACTTGGCCCCCGGACAGTCGCCTCTCCTCCTCCTCTACCTCCTCCTTCACCACCACCTCCTCT 
   murine   (733) ATGGCTTTCCTGAATGGCTGACTGTGGGCTGCCCTGGACTTGGCCCCCGGACAGTCGCCTCTCCTTCTCCTT---CTCCTCTT---------CCTCCTCC 
 
                                                            Intron 1 
    human   (861) TCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCGCCAACTCCTCGGCTGCACACCAGCTCTAAGAGCGAGAG--TGAACGAGAGAGGGAGGGAG------AGAGTG 
   murine   (833) TCCTCTTCCTCCTCCTCCTTCTCCTCCTCCAACTCCTCCGCTGCACACTAGATCTGAGAGCGAGAGAGTGAACCAGAGAGGGAGAGAGGGAGGGAGAGTG 
 
                                                            Intron 1 
    human   (953) AGAGCGAGCGAGATCTTTGGAGAGATTTTTTTTTTT--------GCCTCCTACTTCTGTCTTGAAGCCAGACAATCGACTT-CAGCTCTCCCTCCCCTCC 
   murine   (933) AGAGCGAGCGAGATCTTTAGAGAGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCCTCCTACTTCTGTCTTGAAGCCAGACAATCGACTTGCAGCTCTCCCTCCCCTCC 
 
                                                            Intron 1 
    human  (1044) CTCTTTCTCCACGTTCTGCTCCCACTCGCTCTCC--TGTCCCCTTCCCCTCCCCTCCCGGCGGAAAGCCCCCCGAAACCAACAAAGCTGAGCCGAGAGAA 
   murine  (1031) CTC--TCTCCACGTTCTGCTCCCACTCTCTTTCCCCTGTCCCCTTGCCCTCCCCTCTGGACGGAAAGCCCCCCGAAACCAACAAAGCTGAGCCGAGGGAA 
 
                                                            Intron 1 
    human  (1142) ACAAACAAAACAAACACACCGGGCCAGACAAGCCATCGACAAAACTTTGCAAAAGCAAAAACAAAAAA--------GGAAAAACTAACCAACCTCAAC-C 
   murine  (1131) ACAAACAAAACAAACACACCGGGCCAGACAAGCAATCGACAAAACTTTGCAAAAGCAAAAACAAAAAAACAAAAAAGGAAAAACTAACCAACCTCAAATC 
 
                       Ende Intron 1 < 
    human  (1231) AACCAGCCCCCGAGCCACCCGGGGCGCCCTCCCGCGCCCTCTTGCACCCTCGCACACACAAAAGGCGGCGCGCCGGAGCCCGAGACCCGGGGAGCCGCCG 
   murine  (1229) AACTAGCCCT-GAGCCACCCGGGGCGCCCTCCCGCGCCCTCTCGCACCCTCGCACACACAAAAGGCGGCGCGCCGGAGCCCGAGACCCGGG-AGCCGCCG 
 
                                                                             > Start CDS 
    human  (1331) CCGCCCCGCCGCCGCCCGCAGCCAGGGGAGCAGGAAGTCCGGACGCAGCCCCCATAGATATGGCAATGGTAGTCAGCACGTGGCGCGACCCCCAGGACGA 
   murine  (1328) CCACCCCGCCGCCGCCCGCAGCCAGGGGAGCAG-AAGTCCGGACGCGGCCCCCATAGATATGGCAATGGTAGTCAGCACGTGGCGCGACCCCCAGGACGA 






    human  (1431) GGTGCCCGGCTCACAGGGCAGCCAGGCCTCGCAGGCGCCGCCCGTGCCCGGCCCGCCGCCCGGCGCCCCGCACACGCCACAGACGCCCGGCCAAGGGGGC 
   murine  (1428) GGTGCCCGGCTCTCAGGGCAGCCAGGCCTCGCAGGCGCCGCCCGTGCCGGGCCCGCCGCCTGGCGCCCCGCACACGCCACAGACGCCGGGCCAAGGGGGC 
                  uValProGlySerGlnGlySerGlnAlaSerGlnAlaProProValProGlyProProProGlyAlaProHisThrProGlnThrProGlyGlnGlyGly 
 
                   
    human  (1531) CCAGCCAGCACGCCAGCCCAGACGGCGGCCGGTGGCCAGGGCGGCCCTGGCGGCCCGGGTAGCGACAAGCAGCAGCAGCAGCAACACATCGAGTGCGTGG 
   murine  (1528) CCGGCCAGCACGCCGGCCCAGACAGCGGCTGGCGGCCAGGGCGGCCCTGGCGGCCCGGGCAGCGACAAGCAGCAGCAGCAGCAGCACATCGAGTGCGTGG 
                  ProAlaSerThrProAlaGlnThrAlaAlaGlyGlyGlnGlyGlyProGlyGlyProGlySerAspLysGlnGlnGlnGlnGlnHisIleGluCysValV 
 
                   
    human  (1631) TGTGCGGAGACAAGTCGAGCGGCAAGCACTACGGCCAGTTCACGTGCGAGGGCTGCAAGAGCTTCTTCAAGCGCAGCGTGCGGAGGAACCTGAGCTACAC 
   murine  (1628) TGTGCGGGGACAAGTCGAGCGGCAAGCACTACGGCCAGTTCACGTGCGAGGGCTGCAAGAGCTTCTTCAAGCGCAGCGTGCGGAGGAACCTGAGCTACAC 
                  alCysGlyAspLysSerSerGlyLysHisTyrGlyGlnPheThrCysGluGlyCysLysSerPhePheLysArgSerValArgArgAsnLeuSerTyrTh 
 
                   
    human  (1731) GTGCCGCGCCAACCGGAACTGTCCCATCGACCAGCACCATCGCAACCAGTGCCAGTACTGCCGCCTCAAAAAGTGCCTCAAAGTGGGCATGAGACGGGAA 
   murine  (1728) GTGCCGCGCCAACCGGAACTGTCCCATCGACCAGCACCACCGCAACCAGTGCCAGTACTGCCGCCTCAAAAAGTGCCTCAAAGTGGGCATGAGACGGGAA 
                  rCysArgAlaAsnArgAsnCysProIleAspGlnHisHisArgAsnGlnCysGlnTyrCysArgLeuLysLysCysLeuLysValGlyMetArgArgGlu 
 
                   
    human  (1831) GCGGTGCAGAGGGGCAGGATGCCGCCGACCCAGCCGACCCACGGGCAGTTCGCGCTGACCAACGGGGATCCCCTCAACTGCCACTCGTACCTGTCCGGAT 
   murine  (1828) GCTGTACAGAGAGGCAGGATGCCTCCTACCCAGCCTACCCACGGGCAGTTTGCCCTGACCAACGGGGACCCCCTCAACTGCCACTCGTACCTGTCCGGAT 
                  AlaValGlnArgGlyArgMetProProThrGlnProThrHisGlyGlnPheAlaLeuThrAsnGlyAspProLeuAsnCysHisSerTyrLeuSerGlyT 
 
                   
    human  (1931) ATATTTCCCTGCTGTTGCGCGCGGAGCCCTATCCCACGTCGCGCTTCGGCAGCCAATGCATGCAGCCCAACAACATCATGGGTATCGAGAACATTTGCGA 
   murine  (1928) ATATTTCCCTGCTGCTGCGCGCGGAGCCCTACCCCACGTCGCGCTTCGGCAGTCAGTGCATGCAGCCTAACAACATCATGGGCATCGAGAACATTTGCGA 
                  yrIleSerLeuLeuLeuArgAlaGluProTyrProThrSerArgPheGlySerGlnCysMetGlnProAsnAsnIleMetGlyIleGluAsnIleCysGl 
 
                   
    human  (2031) ACTGGCCGCGAGGATGCTCTTCAGCGCCGTCGAGTGGGCCCGGAACATCCCCTTCTTCCCCGACCTGCAGATCACGGACCAGGTGGCCCTGCTTCGCCTC 
   murine  (2028) ACTGGCCGCACGGATGCTCTTCAGCGCCGTTGAGTGGGCCCGGAACATCCCCTTCTTCCCTGACCTGCAGATCACGGACCAGGTGGCCCTCCTTCGCCTC 
                  uLeuAlaAlaArgMetLeuPheSerAlaValGluTrpAlaArgAsnIleProPhePheProAspLeuGlnIleThrAspGlnValAlaLeuLeuArgLeu 
 
                   
    human  (2131) ACCTGGAGCGAGCTGTTTGTGTTGAATGCGGCGCAGTGCTCCATGCCCCTCCACGTCGCCCCGCTCCTGGCCGCCGCCGGCCTGCATGCTTCGCCCATGT 
   murine  (2128) ACCTGGAGCGAGCTGTTCGTGTTGAATGCGGCCCAGTGCTCCATGCCCCTCCATGTCGCCCCGCTCCTTGCCGCTGCTGGCCTGCACGCTTCACCCATGT 
                  ThrTrpSerGluLeuPheValLeuAsnAlaAlaGlnCysSerMetProLeuHisValAlaProLeuLeuAlaAlaAlaGlyLeuHisAlaSerProMetS 
 
                   
    human  (2231) CCGCCGACCGGGTGGTCGCCTTTATGGACCACATACGGATCTTCCAAGAGCAAGTGGAGAAGCTCAAGGCGCTGCACGTTGACTCAGCCGAGTACAGCTG 
   murine  (2228) CAGCCGACCGGGTGGTCGCTTTTATGGACCACATACGGATCTTCCAAGAGCAAGTGGAGAAGCTCAAGGCACTGCACGTCGACTCCGCCGAGTATAGCTG 
                  erAlaAspArgValValAlaPheMetAspHisIleArgIlePheGlnGluGlnValGluLysLeuLysAlaLeuHisValAspSerAlaGluTyrSerCy 
 
                   
    human  (2331) CCTCAAGGCCATAGTCCTGTTCACCTCAGATGCCTGTGGTCTCTCTGATGTAGCCCATGTGGAAAGCTTGCAGGAAAAGTCTCAGTGTGCTTTGGAAGAA 
   murine  (2328) CCTCAAGGCCATAGTCCTGTTCACCTCAGATGCCTGTGGTCTGTCTGATGTAGCCCATGTGGAAAGCTTGCAGGAAAAGTCCCAGTGTGCTTTGGAAGAG 
                  sLeuLysAlaIleValLeuPheThrSerAspAlaCysGlyLeuSerAspValAlaHisValGluSerLeuGlnGluLysSerGlnCysAlaLeuGluGlu 
 
                   
    human  (2431) TACGTTAGGAGCCAGTACCCCAACCAGCCGACGAGATTCGGAAAGCTTTTGCTTCGCCTCCCTTCCCTCCGCACCGTCTCCTCCTCAGTCATAGAGCAAT 
   murine  (2428) TACGTTAGGAGCCAGTACCCCAACCAGCCAACACGGTTCGGAAAGCTCTTGCTTCGTCTCCCTTCCCTCCGCACGGTCTCCTCCTCAGTCATAGAGCAAT 
                  TyrValArgSerGlnTyrProAsnGlnProThrArgPheGlyLysLeuLeuLeuArgLeuProSerLeuArgThrValSerSerSerValIleGluGlnL 
 
                   
    human  (2531) TGTTTTTCGTCCGTTTGGTAGGTAAAACCCCCATCGAAACCCTCATCCGGGATATGTTACTGTCCGGCAGCAGTTTTAACTGGCCGTATATGGCAATTCA 
   murine  (2528) TGTTTTTCGTCCGTTTGGTAGGTAAAACCCCCATCGAAACCCTCATCCGGGATATGTTACTGTCCGGCAGCAGTTTTAACTGGCCATATATGGCAATTCA 
                  euPhePheValArgLeuValGlyLysThrProIleGluThrLeuIleArgAspMetLeuLeuSerGlySerSerPheAsnTrpProTyrMetAlaIleGl 
 
                                                                                                           
    human  (2631) ATAAATAAATAAA 
   murine  (2628) ATAAATAAATCAA 
                  n*** 
 
 
Anhang 1.1:  Vergleich  der  humanen  und  murinen  genomischen  COUP‐TFII‐Sequenz.  Dargestellt  sind  potentielle 
Bindungsstellen ab ‐792 nach TESS‐Analyse der humanen Sequenz (Factor Filter Organism: human; Weight Matrix Scoring: 
MatInspector  score  Filtering) mit  La  (Log‐likelihood  score)  >10.00  und  normaler  Orientierung  (Sense  of  site  =  N).  Die 
humane  Sequenz  ist  zusätzlich  in  der  Translation  angegeben  (>  ‐2518,  >  ‐1602,  >  ‐791,  >  ‐235,  >  ‐35 markieren  die 




aktuellen  NCBI  Reference  Sequence  (NM_21005.3  vom  28.03.2010)  wurde  das  potentielle  Intron 1  als  Bereich  der 










                                                                                     > -2132 
    human (-2197) TCTTTATACATAGTACAGCAGTT--GTCTTCAAAGACAAATTGAAAAAAAACTTTAACCAGTTGCTACTTAATTGCCAGCAAATCGTTTCCCTCTGCAAT 
   murine (-2203) TTTATG-ACACTGCATGGCAGTTAAGCCTTCAAAGACAAAATGGAAAA--ACTTTAACCAGTTGCTACTTTATTACAAGCAAACCATTTCCCGCTGCAAT 
                                                                                              
                                                                                      Nkx2-5  
 
    human (-2099) TTTTCGCAATCA---TAATTAAATACACTAGTATAGTGGCAAAGAA------CTGTTAGATTTTTTTTTTTC-AG-------------TGATGATCTCAG 
   murine (-2106) TTTTTGCAACCAGTATAATTAAATGCACTGGTGTAGTGAGAGAGAAAAAAATCTCTTAGGGTTGTGCCACCCCAGCTCCACACGCCTATAATGATTTCAG 
                                                                                                                       
                        cEBP                                                    FoxD3 
                                   HOXD10 
 
    human (-2022) GTTTTGCCTCAGGCGTTTGGACGCGCCCGCTAATTG----CCCGTGTGGCAAACATGAGTTGCACCTGCAGGCATTTGAATTCAGAAAAACGTGCAGCCC 
   murine (-2006) GTCTTGCTTCCGGCGTTTGGAAGATTCCATTAATTGTGTGCTCGCGTGGCAAACCTTA-----ACTTCAAGGGGTGGG------GGA----GTGAAGCCA 
                                                                                       
               Elf1/NTF-1                                                        E12 
                                                                                       
                                                                                 ZEB1 
                                                                                        
                                                                                 MyoD 
                                                                                          
                                                                                  Ker-1 
                                                                                          
                                                                                   HEB 
 
    human (-1926) TCACGGAAAGTTGTGACGGTCGAGCTTGAGCCTGGCGGGCCGCGGAGCGTTCACCTGCGGCCGGGAGGTACTGGCCCAGGGCGCTCGGGGCGGGAGGTGG 
   murine (-1921) TCACTAAGCGCTGGGAAC-TCTCGCT----CCT-----GCCCCCTACTCT--AGCTGAGAAAGCGAGGC-CTGG---AGAGCTCACACTCAGCTCAAACA 
                                                                                                                    
                                                      GCF             E12                                  Sp1 
                                                                                                                       
                                                                      ZEB1 
                                                                             
                                                                      MyoD 
 
    human (-1826) CAGGCGACCGGCGCGCGTCAGGCTCGTCACCCGCTGGATTGCGGGGCCGGAGCGGGGACGGGGTCTGGGTCCTGGCCCGCCCTCGTGCAGCCGATCGGAG 
   murine (-1837) CTGGATAACCGCAGGGTGCAGGC----------CTGGATTG---G-ACAGGGCCAGCAAGC---CTCGGGC--TGTCTGCTCT-GTCC--CTGAGGAAAA 
                                                 
                           GCF            E4F1 
                       
                IgPE-1 
 
    human (-1726) GCCCCGAACCCCGCGCCGACCCAGCCATCCGCCCTGAGGCCGACAGGGGAGCTGGG--GTTCACCGACCCCCGCGGCCCCGCCGTCGGGCGCGGACCCCA 
   murine (-1759) GCCATGCTGTCCGTGAGCACCCAGGTGCCCGCCCAGAGACTGAGTGCAGAGCTGGGAAGTTCGCCACCCACGGTTCTGCGGCCAAGCAGTGCTGACCCCA 
                                                    
                           AP-2 
 
    human (-1628) TCCAGCCCCACCTGGCCCCGCC-----------GAGTGTGTGCTTTGCCTGGGGTTAAGTTTCAGAAGCCAAGATGGAACGATTCGGGTTTCTATTCACA 
   murine (-1659) TCCTGCCTCGCCAGGCCCCGCCCGGCCCCCGATGATCCTGTGATTTGCCTGGAGTTGAGTTTCAGAAGTCAGGACAGAAAGTTTCAGATTTCTGTTCACA 
                                                                                                
                           MyoD                                                           R2 
                                 
                            E12 
                                 
                           ZEB1 
 
    human (-1539) AGGTTATTGAAGGCATGGCGGTGGGGACCGCGCAAAAGAGATGAGAGTGTGGGGGGAAAGGGGTTTCTGTTCTAATAAGGGCTTAGCACGCTGGCCGCAG 
   murine (-1559) CGGTTATTGAAGACACCGCGGTGAGGACCGCACAAAAGAGGCCAGGGCCTGTAGGGAAGGGGTTTTGTGTTTTAACGA--------CACGCTGGCTGCAG 
                                                                                            
                                      T3R-beta                      MZF-1         ISGF1 
                                                                                            
                                        MZF1                                         GR/PR 
                                                                                                   
                                                                                            SRF 
 
    human (-1439) GTCCTCCGCGCCGACCGGGCTCCTTCCCGCTCTCCCCCGGGCCAAACCCCGCCAGGGTC---CCGTCTTTCCCAGTCGCGTCCTTTCCTCTTCTCCCCGC 
   murine (-1467) ATCCTTGGCGTTACTCCGGCTCCTTCCCACTCCCCATCAACCCAATCTGCGCCCAGTCCAGTCAGTCTTTTGCTGTC---TCTTTTTCTCTTGTCCTTTC 
                                                                                                                       
                                                     AP-2                          GT-IIA          NF-CLE0a 
                                                                                                                       
                                                                                    NP-TCII         NP-TCII 
                                                                                                              
                                                                                    RBPJ-kappa         Elf-1 
                                                                                                             
                                                                                                       PU.1 
 
    human (-1342) CCC--GCGCCGGGCTTGTGTGGACAGAGAACGGAGTGTCAAAGGGACGCCCTGGGCCGATCCCCAGGAAGCTATGAATCCCTCCGTGACGGAGGGGTCTG 
   murine (-1370) CCGCTGCACCGGTCTAGTGTAACCAAGGAATGGAGTTTGGAAAGGGTGCCTTAGTCAGATTTCCAGAAAGATAATTATCTGTGTAAGGTGGAGGGTCTCG 
                                                                                                                       
                  AP-2                                             AP2            Elk-1                 X2BP 
                                                                                         
                  ETF                                                              PEA3 
                                  
                           GCF 
 
    human (-1244) GGGATCGATAGACGGC--CCTTTCTCAGAGGC-TCTCTCCACTACTGACCAAGCGGCCCTGCCAACGTGTGGTTTCCGGCTGGACCCCAACCCAGC---- 
   murine (-1270) GTGATTGATGGATGTCTTCTTTTCTCAAAGGCCTTTTTCCACCAAGCACAAAGAGCACCATGTGGAGTCTCTAGACCTCCACTAACCCA-CCCAGCGCTA 
                                                                                            
                  MZF1                            TFII-I                GCF           AML1a 
 
                                                                                                    > -1080 
    human (-1151) CGCCGCCAGT--------CTCCCGGCGC---CCCTGGCTGGGTCTCGCTCAGTCCCTGCCCTCGCAGACGCACAGCGGGGTGGCCAGTTCAAAAGTCCT- 
   murine (-1171) CAGCGCCAGATGGTCTAGCTCACGCCAGACTCCCCGAGACTGTCTTGCTCACTTCCTGAGCGCGCGGA--AAAGTCGGCAGAGCCTGCTAAAAAATCCCC 
                                                    
                                        AP-2 
 
    human (-1063) ACATAACTTGGAGAGAACCAGCAGCTAGAAAACCTGTTTTAAACAC-ACAGCTTGAGTTTTATACAACCCACGTTGTCCAAGGCACGAACTGTTGGACAC 
   murine (-1073) ACAGTATGCAGAGAGAGACAGAGACTTAAAAACGGAGTCTGAACACCACACCTGGAGTTT-ACACAATCCATGCTGTACGTG-CACTAAGAACTAGCGAT 
                   
 
    human  (-964) GAATTCATACTTTAGAAACCAAATCTAATTTCCAAGCG----CCAATCTTCACCTCCCGGACTCTAACTCTGCGGCTGCGAGTGCATACACCAGGGGGAC 
   murine  (-975) CTGGGCAAACTTTACAAAACAAATACAGTGTACAAGTAAATACAAATCCTCTC--CCCGGATGCTAAAGAAC--TCCGTGGCTGCACACACCGGAGAAAC 
                   
 
    human  (-868) TGGAGGA--GACTGGAGGCAATTA-TCTGGATAATCCAAGCCCGAAAAACTCGAACTTGAAAATATACGATTATGTCCTGAAATGCCCGCGTCATTGATC 




    human  (-771) TAGTCTTTCCTACCATCAGAGCTGACACAGCTCCAGTCCACGGGCTTCTCCGCGGGGTCTAGGA--TCCA--CAGTCCCTGGGGGCTGAAGACCCAATGG 
   murine  (-793) ---TCCCTCTTCCCATCAGTAGGAAGACCACTCAAGCCTGCCATTTACCGAGATAGTTACACCCCCTCCCTCCAGTTTCTGTGTCCAGA-GATACAAAGG 
                   
 
    human  (-675) AAGTAAC------TGATGGATCGCAAATTGGAAATCGT-AACGTG--GCCGACAG--ACCTGATCAGGAAAACTCGCGTCCTT-ATATGAA-ACAGCCCC 
   murine  (-697) AAGTAACCAGAGGTGACTAATCCAACAATGCACGGGGACAACCTCCTGCAGTTAGGCACCTGGACCGGTGAGCGGGCGTCCTTTATCTGACCACAACCTA 
                   
 
    human  (-588) GAGGCCGCGAAAGTAGCCTCAGGAGTTGTCAGATTCAAAAGCAATTTTGATTTAAGGTTTTCAAAAGCCCCAGAGGGCAAATGTGACCACTCGGGTCAGC 
   murine  (-597) GAGGCTGGGGAGCTGG---CAGGGTGAAAAAAAAAAAAAAAAAACTTTGACTTAAAGCTTTCAAAATCCCCTGAGGGTCAACATGACCGCTCCGGTCAGC 
                   
                                                                                             > -418 
    human  (-488) CAGTCAGCAGTTTGGATCCAGACAGGGGACCACCGAGTGGGGCGGC-CGAGGAGCC--GCGGCGCCTCCC--GACGTCACACGCGCCTGCTCGCACTTAG 
   murine  (-500) CACTCAGCAGCTTG-ATCCAGAAGAGGGACAGCCCAGAGGGGTGGGTCGCCGAGCCTAGCACTCCCACCCTAGACGTCACACACGCTCACTCGCACTCAG 
                   
 
    human  (-393) CCACGCGCTTGGGGTTATTCTTTACACTCAGGACTGAAACTTCGCCCGCGAGACCGCGGGGCGCGGAGGAGGGCCGAAACCCAAGGTCCAGGTCCAGGGC 
   murine  (-401) CCACGCGCTAGCGGTTATTCTTTAAACCGAGGGTAGAAACTCGGCGGGAGAGATCACGGCTTGCAGGTGATGGCCCAAAACCCAGG---A--GCCCTCGC 
                                                                                                                       
                                                                              SP-1                               LF-A1 
                                                                                   
                                                                            GCF 
 
    human  (-293) CCGCCCCCGCGCGCCCGCGTTGGCGCCCGCGCGCTCCCTCCGCAGGGGTTAGCAAGATTGCGCTCATTCTCGCCCCGGCTGCTCCCCACCCGCTCGCTGC 
   murine  (-306) CCGACAC-GCCCGCCC---------CATGCGCTCTCGCGCC-----------------TGCGCCCGCTCCCGCCGCCGGCGGTCAACCCCAGCGCTCCAC 
                     
                                                   
                      AP-2                 EGR-1 
                             
                     EGR-1  
 
    human  (-193) TCTGGGGTACCAGGTCCGCGGCCGCGTTCCCACGCCTCGGCTGGAGCCTTGCGGCGGGCATTGGCGAGCGCGGCCCCGCCCC-CTGGCCCAGCCAATCGC 
   murine  (-233) TCCCGGCTCCCAGGTGCGCGGTGGCATTCCCACGCCTCTGCCAACGCCTCTCGGCAGCCATTGGCCAGCGCGGGTCCGCCCCTCCATATTAACCAATAGA 
                                                                                                                       
                                          RBPJ-kappa                                                           FBE 
                                                                                                                       
                                           RBPJ-kappa (murine Nakagawa 2000)                                  NF-Y/CBF 
                                                                                                              
                                                                                                 RXR-alpha 
                                                                                                             
                                                                                                   AP-2 
 
                                                          > -54                                           > -6  1 (human) 
    human   (-94) GAGCCACGCCGACCAGCGAGGGGGAGGTGCCGGGCGGAAGGCCTGGGCCGGTGCGCGGGGGCGGGTGAGGTGGCCCCACCCGCTCGAGGGGGGGGCGTGG 
   murine  (-133) AAGCCACACCGTCC--CAGGGAGGCGGGGCCTGGAGAGTGGCCAGGGCGGGCACACGAAGAAGCG-GAGG-GGCCCCGCCCGCGCT---GGGGGGCGTGG 
                               
                  FBE (Forts.) 
                                                                
                                      EGR-2        Elk-1 
                                                       
                                     MZF1       GCF 
                                                  
                                        Sp1 
 
                                                         (1 murine)                                    > +92 
    human  (  +7) CCGGCGCCGGCTCTTGCGGCCGAGCAGAGTTGCGGCGTGGGAAAGAGCCGCTAGGAGCAGACCGCGCCGCCGCCGGAGCCGCGCCTGCCCAGGCCCGGGG 
   murine  ( -40) CCAGTACCGGGTCTTGCGCCCTGGCTGGGCTGCAGCGTGGGAAAGAACCTCCAGGAGCCGACCGCGCCGCCGAGGGAGCGGCGCCTGCAGAAGCC-GGGC 
                                                               
                                                     RBPJ-kappa 
 
                                                                                                      > Start CDS 
    human  (+107) AGGGAGGAGGCGGGCGTCAGGGTGCTGCGCCCCGCTCGGCGTCCGAGCTTCCGGCCGGGCTGTGCCCCGCGCGGTCTTCGCCGGGATG (+194) 
   murine  ( +60) AGGGAGG--GAGGGAGGAAGCCCGCGGGGAGC-GCGCTGCGTTCC-GCTAGGCGACAGTAGCTGCTCCTC-----CTTCGTCGCGATG (+138) 




ab  ‐2132  bis  ‐1080  und  ‐418  bis  ‐54  nach  TESS‐Analyse  (Factor  Filter  Organism:  human;  Weight  Matrix  Scoring: 
MatInspector  score  Filtering) mit  La  (Log‐likelihood  score)  >10.00  und  normaler  Orientierung  (Sense  of  site  =  N).  Die 
potentiellen Bindungsstellen  für RBPJ‐kappa wurden auf Grund einer MatInspector‐Analyse  (Genomatrix) eingefügt  (rote 
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